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Abstrakt

Kumularni bunky vznikaji v ovaridlnich folikulech diferenciaci ze somatickych granul6znich
bunék. Jsou usporadany kolem oocytii ve stratifikovanych shlucich, jejichz nejspodné;si vrstva
se nazyva corona radiata. Buiiky této vrstvy svymi cytoplazmatickymi mikroklky prochazi ptes
zonu pellucidu do blizkosti oolemy, kde v misté vzajemného kontaktu bunck vznikaji gap
junctions, jez zajistuji signaliza¢ni a metabolickou provazanost. Oocyty produkuji faktory
ovlivitujici procesy v kumularnich buiikach vcetné jejich metabolismu a Zivotaschopnosti.
Kumularni bunky modulaci mnozstvi cyklickych nukleotidi v oocytech umoziuji udrzovani
meiotického arrestu, ¢imz oocytim poskytuji Cas pro dokonceni ristové faze a nabyti
kompetence pro maturaci. Jelikoz oocyty disponuji velmi omezenou schopnosti zpracovani
glukézy, metabolickd kooperace s kumularnimi bunkami zprostfedkovava zisk energie
potfebné pro déje spojené s ristem a maturaci. Kumularni bunky pomoci nékolika
metabolickych drah zpracovani glukdzy vytvareji energetické substraty pro tvorbu ATP, které
nasledné transportuji do oocytti. Dale reguluji i mnozstvi lipidovych kapének v oocytech a
ochraniuji je pted bunécnou toxicitou. Zvyseni koncentrace luteinizaéniho hormonu ve folikulu
tésné pred ovulaci indukuje Sifeni signalu pro expanzi kumularnich bunék. PoruSeni spoji mezi

coronou radiatou a oocyty vede k obnoveni meidzy.
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Abstract

Cumulus cells in the ovarian follicles emerge by differentiation from somatic granulosa cells.
They are located around the oocytes in stratified clusters and their innermost layer is called the
corona radiata. Cytoplasmic microvilli of cumulus cells pass through zona pellucida to the
proximity of the oolema, where formation of gap junctions enables signalling and metabolic
codependency. Oocytes produce factors affecting processes in cumulus cells, including their
metabolism and viability. By modulating the abundance of cyclic nucleotides in oocytes,
cumulus cells allow the maintenance of meiotic arrest, providing time for oocytes to finish their
growth and gain competence for maturation. Because oocytes have a very limited ability to
process glucose, metabolic cooperation with cumulus cells enables them to gain the energy
needed for processes associated with growth and maturation. Several metabolic pathways of
glucose processing create energy substrates for the formation of ATP, which they then transport
to the oocytes. They also regulate the amount of lipid droplets in oocytes and protect them from
cellular toxicity. An increase in the concentration of luteinizing hormone in the follicle just
before ovulation induces the transmission of the signal for cumulus expansion. Interruption of

the connections between corona radiata and oocytes leads to resumption of meiosis.
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1. Uvod

Pohlavni rozmnoZovani je proces umoznujici vznik potomkl splynutim pohlavnich bun¢k.
Sav¢i samici pohlavni buiikky — oocyty vznikaji procesem oogeneze ze zarodeCnych bunck
béhem embryonalniho vyvoje. Oocyty vstupuji do prvniho meiotického dé€leni, které je
nasledné zastaveno a oocyty jsou udrzovany v diplotennim stadiu profaze (prvni meioticky
arrest). Hormonalni signaly béhem ovaridlniho cyklu davaji oocytim znameni pro obnoveni
meiozy a vylouceni prvniho pélového téliska. U oocytil, jenz vyloucily prvni pélové télisko se

meidza opét zastavuje (druhy meioticky arrest) a k jejimu dokonceni dochazi az po oplozeni.

Oocyty jsou az do pocatku ovulace ulozeny v ovarialnich folikulech, které jim zajist'uji vhodné
prostfedi pro spravny pribéh ristu a maturace vedouci k nabyti vyvojové kompetence
pro oplozeni a rany embryondlni vyvoj. Krom¢ oocytii folikuly dale obsahuji i somatické
granuldzni bunky, které béhem ovaridlniho cyklu diferencuji na kumulérni buiiky a bunky
nasténné granuldzy. Diky metabolické a signaliza¢ni provéazanosti jsou oocyty casto studovany
pravé v komplexech s kumularnimi buitkami. Existence téchto komplexii umoziuje buiikam
folikulu oboustrannou komunikaci a metabolickou kooperaci jak mezi somatickymi buiikami

navzajem, tak mezi nimi a oocyty.

Diky rostouci potiebé 1écby neplodnosti technologiemi asistované reprodukce vzrista zajem
o pochopeni mechanismit vzajemného plsobeni bun€k folikulu. Jelikoz procesy ristu a
maturace oocytll probihaji pfirozené uvnitf tél savci, je jejich pozorovani omezené. Tato
bakalarska prace poskytuje nahled piedevsim do déju probihajicich v in vitro prostiedi. Zrani
oocytll mimo téla sami¢ek umoznuje studium a identifikaci pfirozené probihajicich procest
v komplexech oocytil a kumularnich bunék. Pfestoze uspésnost této metody je oproti maturaci
in vivo zatim nizkd, souCasny vyzkum se zaméfuje na zdokonaleni kultiva¢nich médii
umoziujicich napodobovani aktivni komunikace mezi somatickymi bunikami folikulu a

oocytem.



2. Folikulogeneze

Primordialni folikul je nejmensim folikulem obsazenym ve vajecniku. Jednim z prvnich
identifikovanych faktort iniciujicich jeho vyvoj u potkanti je ligand pro c-kit (KITL) (Parrott
& Skinner, 1999). KITL je cytokin sekretovany granuléznimi buitkami (GC) a c-kit je jeho
receptor exprimovany oocyty a thékdlnimi bunikami (Hutt et al., 2006). Studie provedena
na lidskych ovarialnich folikulech poukazuje na dillezitou roli c-Kit signalizace, jelikoz
po zablokovani jeji funkce pomoci c-Kit inhibitoru byla pozorovéna folikularni atrézie
(Carlsson et al., 2006). Be¢hem folikularniho rstu somatické buniky proliferuji a stratifikuji.
Ve folikulu vznika antrum vyplnéné tekutinou. Pfi jeho tvorbé hraje hlavni roli
folikulostimula¢ni hormon (FSH). /n vitro stimulace GC odebranych z preantralnich folikul
pomoci FSH zpiisobuje jejich reorganizaci do struktur pfipominajicich antrum. Ackoliv
po stimulaci estradiolem k reorganizaci nedochazi, efekt pisobeni FSH se po jeho ptidani
vyrazné zesiluje (Gore-langton et al., 1990). Vznik antra zptsobuje prostorové oddéleni
granuloznich bunék a jejich diferenciaci. Z buné€k v té€sné blizkosti oocytu se stavaji kumularni
buniky (CC) a z téch lemujicich okraj antra nasténné buniky granulézy (MGC) (viz obr. 1).
Diferenciaci MGC z pivodnich GC indukuje FSH a insulin-like growth factor (Baumgarten et
al., 2014). Nicmén¢ pokud je v tésné blizkosti GC pfitomen oocyt, pak je jeho vlivem inhibovan
efekt téchto faktori a GC diferencuji na CC (Diaz et al., 2007). Jednim z projevi fenotypu
MGC v preovulaénim stadiu folikulu je pfitomnost receptoru pro luteinizaéni hormon (LHR) a
schopnost luteinizace. Faktory sekretované oocytem (OSF) ovSem expresi tohoto receptoru
u CC inhibuji. Proto po odstranéni oocytu miizeme pozorovat expresi LHR 1 u CC. Naopak
po pfidani oocytu k MGC miiZzeme pozorovat inhibici exprese téchto receptorti (Eppig et al.,

1997).
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Obrazek 1: Schéma fazi folikularniho vyvoje. Vznik antra a diferenciace granuléznich bun€k na dvé linie
bunék — kumularni bunky lemujici okraj oocytu a nasténné buiiky granul6zy umisténé mezi thékalnimi bunikami a

antrem. Pfevzato z rev.: Turathum et al., (2021).



3. Faktory sekretované oocytem

Signalizace mezi oocytem a kumularnimi buikami je oboustranna. Mezi vyznamné faktory
sekretované oocytem patii proteiny growth differentiation factor 9 (GDF-9) a bone
morphogenetic protein 15 (BMP-15). Jejich mRNA muize byt pouzita jako marker
pro ptedpovéd’ vyvojového potencialu oocytu. Exprese téchto faktorti v kumularnich bunkach
pozitivné koreluje s maturaci oocytli, mirou oplodnéni a ryhovanim (Li et al., 2014). OSF maji
efekt také na zivotaschopnost CC, které bez jejich pfitomnosti odumiraji. Apoptoza
izolovanych CC je vSak zna¢n¢ potlacena v médiu obsahujicim faktor BMP-15 (Hussein et al.,
2005). GDF-9 s ostatnimi faktory urcuje identitu CCs a ovliviluje jejich schopnost expanze
(Elvin et al., 1999).

Suplementace estradiolem (E2) podporuje schopnost expanze v in vitro izolovanych
komplexech oocytd a kumuldrnich buné¢k (COC) za pfitomnosti oocytu nebo OSF.
Bez ptitomnosti E2 dochazi ke znaénému omezeni expanze. Pokud je oocyt odebran a kultivace
CC s E2 je provedena bez ptitomnosti faktoru GDF-9, expanze neprobihd. Nejlepsi vysledky
expanze piinesla pfitomnost faktorit GDF-9 a BMP-15. Faktor GDF-9 zptisobuje podobnou
miru exprese transkriptti Has2, Ptgs2 a Tnfaip6 pro expanzi kumularnich bun¢k, jako samotna
ptitomnost oocytu. Uroveii expanze viak neni srovnatelnd, pokud neni zaroven piitomny i
BMP-15. Ten sam o sobé nemd na expresi transkriptll vliv, ale v kombinaci s GDF-9
pravdépodobné podporuje dalsi procesy spojené s expanzi. Dalsi funkei GDF-9 v kombinaci
s BMP-15 je inhibice exprese transkriptu nuclear receptor-interacting protein 1 (Nripl). Tento
transkript kéduje jeden z moznych inhibitort pro estradiolovy receptor v kumularnich bunikach

(Sugiura et al., 2010).

Wnt signalizace je dlleZita pro plodnost a spravny pribéh folikulogeneze savcil. Frizzled4 se
fadi mezi receptory Wnt signalizace. Frizzled4”" mysi jsou neplodné a maji narusenou tvorbu
zlutého téliska (Hsieh et al., 2005). The secreted frizzled-related protein-4 (SFRP4) je
modulatorem signalni drahy Wnt4. Jeho exprese v lidskych kumulédrnich bunkach byla zna¢né
vy$$i neZ v bunkach nésténné granuldzy. Stimulace gonadotropiny expresi SFRP4 snizuje
(Maman et al., 2011). Pro prozkoumdni moznosti, zda jsou faktory sekretované oocytem
zapojeny do regulace SFRP4 a tim 1 do regulace Wnt signalizace byly provedeny experimenty
s kultivaci kumularnich bunék v pfitomnosti téchto faktorti a FSH. Kultivace CC s FSH snizuje
produkci mRNA pro SFRP4. Pfidani izolovaného faktoru GDF9 nebo BMP15 nema na expresi
vyznamny vliv. Jiny pfipad nastava, pokud jsou do kultivaéniho média s FSH pfidany oba

faktory (GDF9 a BMP15) zaroven. Hladina SFRP4 mRNA se tim vyrazné zvysi. Stimulace



SRFP4 pomoci GDF9 a BMP15 m4 inhibi¢ni u¢inky na Wnt4 signalizaci, jelikoZz snizuje
aktivitu B-kateninu. Na zaklad¢ téchto zjisténi se predpoklada, ze GDF9 a BMP15 by se
s velkou pravdépodobnosti mohly podilet na inhibici luteinizace v kumularnich buiikéch u lidi

(Esfandyari et al., 2021).

Faktory BMP-15 a GDF-9 ovliviiuji 1 metabolismus kumularnich bun¢k. Mutace téchto OSF
zpusobuje zasah do nckolika metabolickych drah, pfi¢emz nejvyznamnéjsi efekt mutace je
pozorovan na syntéze cholesterolu a glykolyze. OSF pravdépodobné zasahuji do regulace
transkriptl téchto metabolickych procesti v CC. Syntéza cholesterolu za pfitomnosti octanu
sodného se v CC zna¢né omezi po odstranéni oocytu, stejné jako v COC mutantnimi BMP-15

a GDF-9 (Su et al., 2008).

BMP-15 a GDF-9 se tadi do superrodiny proteini TGF-B (transforming growth factor beta) a
jsou schopné vytvaret homodimery nebo heterodimer oznacovany jako cumulin. Ten hraje roli
v parakrinni signalizaci oocytl a siln¢ ovliviiuje funkci GC. Aktivuje signalni drahy SMAD2/3
a SMAD1/5/8. Podporuje proliferaci a diferenciaci GC efektivnéji nez samostatné homodimery

(Mottershead et al., 2015).

4. Gap junctions

Oocyty vyjmuté z preantralnich folikulti mys$i kultivované in vitro byly testovany jak izolované
bez granuldznich bunék, tak s ptidanymi GC. Ani v jednom piipade nedoslo k GispéSnému rustu.
Po 4 dnech kultivace byla pozorovana zna¢na degenerace (Eppig, 1977). Oproti tomu v in vitro
kultivovanych komplexech oocytl a granuléznich bun€k bez porusenych spojli v ramci téchto
komplexti byly oocyty schopné riistu i maturace (Eppig, 1977; Rao et al., 1990). Roli
v komunikaci mezi oocyty a GC nezajistuje jen parakrinni signalizace, ale 1 fyzicky kontakt
mezi bunikami. Vysokorezolucni elektronova mikroskopie umoznila detailné vizualizovat
interakce mezi kumularnimi bufikami a oolemou. Cetné mikroklky kumularnich bunék
prochéazeji zonou pellucidou do blizkosti oolemy (viz obr. 2). Mikroklky jsou kontraktilni a

jejich Spicky maji schopnost dynamicky meénit délku (Motta et al., 1994).
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Obrazek 2: Schéma mikroklkid kumularnich bunék (CC) prochazejicich pi‘es zonu pellucidu (ZP). V mistech
stietu mikroklkd s oolemou (O) se vytvareji bud’ mechanicka propojeni jako naptiklad desmozomy (D), nebo gap
junctions (GJ) umoziujici mezibunéénou komunikaci. Nékteré mikroklky prochazeji oolemou az k jadru,
kde koordinuji riizné funkce komplexu oocytu a CC. Pfevzato a upraveno z Motta et al., (1994).

Kazdy GJ je tvofeny konexony. Konexony maji hexamerni strukturu sloZzenou z konexini.
Kazdy konexon prochdzi pres membranu jedné z bun€k. V misté kontaktu tyto dva konexony
vytvaieji GJ kandl. Mezibunééné kandly reguluji interakce mezi bunkami potiebné
pro uspésnou oogenezi a ovulaci. Vyznam funkénich GJ mizeme demonstrovat na vyzkumu
na mysich provedenych tymem Alexandra M. Simona. Pfi pokusech byla navozena mutace
genu pro konexin 37, coZ u homozygotnich samicek vedlo k neplodnosti. Aniz by vajecniky
vykazovaly abnormality ve vzhledu, ovulace neprobihala. GJ nebyly detekovatelné, tudiz se
narusila mezibuné¢na komunikace oocytu s CC (Simon et al., 1996). Kromé¢ role v komunikaci,
GJ rovnéz ovliviiuji pocet zarode¢nych bunck a folikulogenezi v raném stadiu. Konexin 43
pfispiva ke spravnému vyvoji vaje¢nikit mySi. Mutace v genu pro konexin 43 zplsobuje u
homozygotii neonatalni letalitu. Plody mutantnich homozygotti odebrané prenataln¢ cisarskym

fezem vSak vykazovaly pravidelné¢ mensi vajeCniky nez heterozygoti a jedinci s alelami

divokého typu (Juneja et al., 1999).

5. Rust a maturace oocytu

Ovaridlni folikuly savcti obsahuji primarni oocyty zastavené v profazi I. K zahéjeni maturace
oocytli dochazi az znovuobnovenim meidzy tésné pied ovulaci. Oocyty izolované z prostiedi
folikulu v§ak mohou byt schopné i samovolného obnoveni meidzy. U mensich oocytl k
obnoveni nedojde nebo se meidza zastavi pred dosazenim druhého meiotického arrestu. Jen u
dostateéné velkych oocyti muze byt vylouceno polové télisko. Napiiklad prasec¢i oocyty
nabyvaji této schopnosti az po dosazeni plné velikosti oocytu v antralnim folikulu (Motlik et

al., 1984). Krom¢ jaderné maturace, charakterizované obnovenim mei6zy dochdzi i k maturaci



cytoplazmatické. Ta umoziiuje oocytu nabyti vyvojové kompetence pro jadernou maturaci,
oplozeni a rany embryondlni vyvoj akumulaci potiebnych mRNA, proteinii a zivin (rev.:

Watson, 2007).

5.1 Udrzovani meiotického arrestu

Za udrzovéani oocytl v prvnim meiotickém arrestu je zodpovédna vysoka koncentrace
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), kterd umoziuje aktivaci protein kinazy A (PKA).
Ta inhibuje aktivitu faktor podporujicich maturaci oocytu. V oocytech béhem rtistu ale neni
dostatecné¢ vysoka koncentrace cCAMP pro udrzeni arrestu. PKA musi byt aktivovéna také
pomoci dalSich faktort. Naptiklad studie z roku 2006 dosla k zavéru, ze by mohlo jit o faktor
A kinase anchoring protein (AKAP) (Kovo et al., 2006). PKA fosforyluje dalsi proteiny,
konkrétné u mysi WeelB. Ten nasledné fosforyluje cdc2. Fosforylovany cdc2 nemuze byt
translokovan do jadra, kde by aktivoval faktory podporujici maturaci oocytu (Seung et al.,

2005).

Existuji dvé teorie vysvétlujici mechanismus udrzovani arrestu pomoci pfitomnosti cAMP
v oocytech. Prvni z nich navrhuje, Ze cAMP je transportovan do oocytu z kumulérnich bun¢k
(Dekel, 1988). Druh4 teorie se soustfedi pfedev§im na generovani cAMP samotnym oocytem,
kde by kumuléarni buiikky mohly hrat roli pfedevSim v udrzovani aktivity G proteinu (guanine
nucleotide binding protein). Ten umoziuje stimulaci adenylat cyklazy (Downs et al., 1992).
Pro ovéteni této hypotézy byla do oocytil injikovéana protilatka inhibujici stimula¢ni G protein.
Jeji aplikace vedla k obnoveni meidzy. JelikoZ gap junctions mezi oocytem a somatickymi
buitkami obklopujicimi oocyt umoznuji prichod pouze molekulam o maximalni velikosti 1 kD,
protilatka o velikosti 150 kD nemiiZe ovlivnit funkci stimulaéniho G proteinu v kumularnich
bunikach. Dle vysledkl této studie je aktivita stimula¢niho G proteinu v oocytech potiebna
pro udrzovani meiotického arrestu. Tato hypotéza vSak nevylucuje, Ze cAMP transportované

z kumuléarnich bun¢k k udrZzovani arrestu pfispiva (Mehlmann, 2002).

Studie zabyvajici se vlivem poSkozeni DNA na maturaci oocytu naopak podporuji hypotézu
obnoveni meiotického arrestu transportem cAMP pomoci gap junctions z kumulérnich bunék.
Pouziti rentgenového zafeni na zarode¢né bunky v nich miZe zplsobit vznik rtznych
chromozomalnich abnormalit (Jacquet et al., 2005). Izolované oocyty bez kumularnich bun¢k
maji meéné senzitivni mechanismy pro zaznamendvani poSkozeni, jelikoZ nedisponuji
schopnosti efektivné aktivovat dréhu regulujici opravy DNA (Marangos & Carroll, 2012).

Antibiotikum Zeocin indukuje tvorbu dvoufetézcovych zlomt (DSB) v bunkich. V



denudovanych oocytech se po 15 hodinéch in vitro kultivace obnovuje meidza v 83,9 % ptipadii
bez DSB a v 59,0 % ptipadi DSB postizenych oocytti. Jiné situace nastava, pokud jsou oocyty
izolovany v komplexech s kumularnimi bunikami, kde se meidza obnovi v 89,8 % ptipadl bez
DSB a pouze v 16,4 % s DSB. Aby se prokazalo, Ze za rapidni pokles obnoveni meidzy v COC
zodpovidaji gap junctions, byl pouzit gap junction inhibitor carbenoxolone. Vysledky ani u
jedné skupiny denudovanych oocytl se po pouziti inhibitoru vyrazné nelisily. COC bez DSB
nevykazovaly po pouziti inhbitoru vyznamné zmény, zato v COC s DSB se vyrazné zvysila
mira oocytll podstupujicich meidozu az na 46,9 %. Pro stanoveni mechanismu potlaceni
obnoveni meidzy byla méfena transkripce genu pro adenylat cykldzu 1 (Adcyl) v kumularnich
butikach. Uroven transkripce byla signifikantné zvysena v CC s DSB, coz indikuje vyznamnou
roli cAMP transportovaného z kumularnich bun¢k do oocytu. COC s DSB exprimuji také méné
fosfodiesterazy 3A (PDE3A), kterd hydrolyzuje cAMP, ¢imz dale pfispiva k udrzovéani

meiotického arrestu (Sun et al., 2015).

Cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) je dalSim cyklickym nukleotidem, ktery hraje dtlezitou
roli pfi udrzovéani meiotického arrestu. Granul6ozni buiiky ve folikulu exprimuji mRNA faktory,
jejichZz produkty umoziuji syntézu cGMP. Bunky nasténné granulézy exprimuji protein
natriuretic peptide precursor type C (NPPC) a kumuldrni buiiky exprimuji jeho receptor
(NRP2). Receptor ma funkci guanylat cyklazy a po jeho aktivaci ligandem kumularni buiky
syntetizuji cGMP. Nukleotid je transportovan z CC do oocytu pies gap junctions a jeho tlohou
je inhibice PDE3A. Ta nasledné neni schopna hydrolyzovat cAMP v oocytu a sniZovat tak jeho
koncentraci (McDonald et al., 2010; Norris et al., 2009).

5.2 Maturace oocytu

V prvnim meiotickém arrestu zlstava oocyt do doby, kdy dojde ke zvySeni koncentrace
luteiniza¢niho hormonu (LH). To vyvold v komplexech kumularnich bunék a oocytii dvé
zasadni reakce. Jednak se v oocytech obnovuje meidza a jednak kumularni buniky podstupuji
expanzi. JelikoZz receptory pro LH disponuji jen buniky nasténné granulézy, je signal
zprostiedkovan pies né (Eppig et al., 1997). Uplny mechanismus poklesu koncentrace cAMP
v oocytu neni zcela objasnén. Pisobeni LH pravdépodobné navozuje zvyseni produkce cAMP

v granul6znich bunikach a pokles cAMP v oocytu (Downs et al., 1988).

Jednim z popsanych mechanismil podporujicich obnoveni meidzy je snizeni koncentrace cGMP
po stimulaci LH. M¢feni ukéazalo, Ze koncentrace se sniZuje nejprve v bunkach nasténné

granulézy, poté v kumuldrnich bunikdch a v oocytu. V kumularnich bunkach dochézi



k inaktivaci guanylat cyklazy NPR2. To navozuje potlaceni syntézy cGMP. Krom¢ omezeni
syntézy cyklického nukleotidu se snizuje propustnost gap junctions, coz vede k omezeni
transportu. (Norris et al., 2009; Shuhaibar et al., 2015). Také aktivita fosfodiesterazy PDE3A

se béhem obnoveni meidzy zvysuje a umoziuje hydrolyzu cAMP (Richard et al., 2001).

Dalsim z disledkt stimulace folikulu luteinizacnim hormonem je exprese epidermal growth
factors (EGF) like faktorti: amfiregulinu, epiregulinu a beta-cellulinu. Tyto ristové faktory se
chovaji jako mediatory signalu LH mezi somatickymi butikami folikulu. Umoziuji dalsi Siteni
stimulu pomoci autokrinnich a parakrinnich signalt (Park et al., 2004). Mutace amfiregulinu
nebo epiregulinu zplsobuji opozdéni maturace oocytu a expanze kumularnich bunék.
Poskozeni funkce obou faktorti zaroven zpisobuje zadsadni naruseni odpovédi na ptsobeni LH,
poukazujici na zésadni roli téchto faktora (Hsieh et al., 2007). Pfitomnost receptorti pro EGF
na kumuléarnich bunikach umoZiiuje dalsi predani tohoto signalu. Inhibice funkce EGF receptoru
béhem prvnich 3 hodin po LH stimulaci ¢aste¢né zastavuje maturaci oocytu i expanzi

kumularnich bun¢k (Prochazka et al., 2003; Reizel et al., 2010).

Studie z roku 2021 ukazala, ze signalizace pomoci EGF receptoru kumularnich bun¢k je
zodpovédna za rozpojeni komplexu CC a oocytu. Pied timto objevem se ptedpokladalo,
ze signdl pro rozvolnéni spojii pochédzi z oocytu (viz obr. 3). Komplex je pfed pocatkem
maturace spojen tzv. transzonalnimi spoji, které prochézeji ptes zonu pellucidu (viz kapitola 4
Gap junctions). K tspé$nému rozvolnéni zminénych spojit dochéazi pouze pokud je signalizace

EGF receptorti kumularnich bunék neporusena (Abbassi et al., 2021).

mature

Obrazek 3: Schéma preruseni spoji mezi oocytem a kumularnimi buiitkami. LH ptisobi na buiiky nasténné
granulozy, které produkuji ligandy EGF. Ty ptisobi na kumularni bunky disponujici EGF receptory. Pasobeni LH
a EGF na oocyt umoziuje jeho maturaci, béhem které mizeme na obrazku vidét naruseni komplexu a oddéleni

kumularnich bun€k od oocytu. Pievzato a upraveno z Abbassi et al., (2021).



6. Metabolismus

Komunikace mezi oocyty a kumuldrnimi bunikami probihd obéma sméry. Oocyty sekretuji
faktory ovliviujici transkriptom kumularnich bunék a kumuldrni bunky poskytuji oocytim
metabolity potiebné pro spravny riist a maturaci (viz obr. 4). Pokud jsou kumularni bunky
z oocytu odstranény, dochazi ke snizeni exprese genil spojenych s metabolismem (Sugiura et

al., 2005).

6.1 Metabolismus glukozy

Na zaklad¢ poznatku, ze embryo mysi neni schopné metabolizovat glukézu pted dosazenim 8
bunécného stadia byla vznesena otazka, zda tato jedinecna vlastnost energetického
metabolismu pochazi jiz z obdobi pfed oplozenim. V médiu s kontrolnimi denudovanymi
oocyty nedochazi bez zdroje energie k tispésné maturaci oocytu. Podobné vysledky piinesla i
kultivace v médiu obohaceném o glukézu a fosfoenolpyruvat. Naopak pokud jsou za stejnych
podminek analyzovany oocyty s kumularnimi buitkami, dochézi k jejich maturaci u vyssiho
procenta oocytll. Maturaci denudovanych oocytl vSak podporuje médium obohacené o pyruvat
nebo oxaloacetat (Biggers et al., 1967). Podobné vysledky pfineslo pozorovani radioaktivné
znacenych metabolitd v oocytech skotu a ukdzalo, ze béhem samovolné maturace po izolaci
COC zprostiedi folikulu se zvySuje vyuziti metaboliti vstupujicich do Krebsova
cyklu — pyruvatu, glutaminu a glycinu. Z vysledkl této studie vyplyva, ze hlavnim zdrojem
energie produkované oocytem pii maturaci je oxidativni fosforylace (Rieger & Loskutoff,

1994).

Ptijem glukézy buiikami neni zavisly na prosté difuzi, ale na pfitomnosti specializovanych
glukézovych transportérit (GLUT). V zévislosti na druhu Zivo¢icha mohou byt oocytem
exprimované rizné GLUT izoformy. Pomoci Western blot analyzy byla u izolovanych lidskych
oocytll pozorovana piitomnost pouze izoformy GLUTI1. Ve stddiu oocytu je ptijem glukozy
velmi nizky, zvySuje se aZ u embryi v disledku exprese dalSich GLUT izoforem (Dan-Goor et
al., 1997). Imunohistochemicka analyza transportéru GLUT4 v COC odhalila jeho expresi
v kumularnich buiikach (Roberts et al., 2004). GLUT4 disponuje vysokou afinitou ke glukoze.
Transport glukézy je konkrétné u tohoto transportéru vice zavisly na koncentraci inzulinu
neZ na koncentraci glukézy, coZ ho odliSuje od ostatnich izoforem (rev.: Sutton-McDowall et

al., 2010).



6.1.1 Glykolyza a pentdézofosfatovy cyklus

Kromé piitomnosti zminénych gluk6zovych transportéri jsou pro funkci metabolickych drah
klicové 1 enzymy figurujici v metabolismu glukdézy. Meéfeni mnozstvi enzyml
fosfofruktokindzy (figurujici v glykolyze) a glukdza-6-fosfat dehydrogenazy (figurujici
v pentozofosfatovém cyklu) odhalilo, Ze fosfofruktokindza je v kumularnich bunkéach bohaté
zastoupena. Produkty glykolyzy jsou z kumulérnich bunék sméfovany do oocytu. V oocytech
naopak nebyla naméfena téméi zaddnad fosfofruktokinazova aktivita, coz ukazuje na jejich
nizkou schopnost vyuzivat glykolyzu jako zdroj energie z glukozy. Aktivita glukoza-6-fosfat
dehydrogenazy byla pozorovatelna jak v CC, tak v oocytech. Malé¢ mnozstvi glukozy ptitomné
v oocytech je tedy pravdépodobné metabolizovano pomoci pentdézofosfatového cyklu (PPP)

(Cetica et al., 2002; Herta et al., 2022).

Glykolyza je dilezitym metabolickym procesem v kumularnich buiikdch. Kultiva¢ni média
podporujici glykolyzu v CC vedou ke znaéné zvySené vyvojové kompetenci oocytli (Krisher &
Bavister, 1999). Kone¢ny produkt glykolyzy pyruvat je hlavnim substratem pro tvorbu energie
mitochondriemi (viz obr. 4). In vitro efekt jeho kratkodobé deprivace na rast a vyvoj mysich
primordidlnich folikula byl studovéan v publikaci Zhang et al. (2022). Autofi zjistili vy$si pocet
rostoucich folikuld v médiu bez pyruvatu nez v kontrolnim médiu. Kratkodoba neptitomnost
pyruvatu méla u primordialnich folikulti pozitivni efekt na piijem glukdzy a zisk energie
z glykolyzy. ZvySena glykolyza méla za nasledek aktivaci mTOR (mammalian target of
rapamycin) signalizace. V médiu bez pyruvatu bylo exprimovéano vice downstream signalnich
molekul mTOR signalizace, jakymi jsou protein kindza B a FOXO3a (forkhead box O3a). Tyto
signalni dréhy jsou dileZité pro aktivaci primordidlnich folikul a zahajeni rustové faze. Vliv
kratkodobého nedostatku pyruvatu a jeho pozitivni u¢inek na glykolyzu a tim 1 na vysSi miru

aktivace primordialnich folikulll byl sledovén 1 u ¢lovéka.

Studie z roku 2013 se zaméfila na roli glykolyzy pti jaderné maturaci prasecich oocytl in vitro
pomoci modulace jeji aktivity v COC. Pro ovéteni ucinku modulatorti byla nasledné¢ méfena
spotieba glukozy a koncentrace kone¢ného produktu glykolyzy laktatu. Inhibitor glykolyzy
fluorid sodny spotfebu glukozy 1 produkci laktatu omezil. Stejny efekt méla 1 vysoka
koncentrace fyziologického inhibitoru glykolyzy ATP. PfestoZe inhibice glykolyzy neovlivnila
zivotaschopnost oocytil ani kumularnich bunék, snizila schopnost oocytti podstoupit jadernou
maturaci. Suplementace fyziologickym stimulatorem glykolytické aktivity AMP pozitivni
ucinky na jadernou maturaci nevykazovala. Stimula¢ni efekt tohoto nukleotidu mohl byt

prekryt stimulacnim G¢inkem gonadotropini obsazenych v kultivatnim médiu (Alvarez et al.,
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2013). O rok starsi studie se zaméftila prave na efekt gonadotropini obsazenych v in vitro médiu
na glykolytickou aktivitu. Spotfeba glukoézy i1 produkce laktatu se ve skupindch COC
kultivovanych v jejich pfitomnosti zvySily (Alvarez et al., 2012). Shodné vysledky jako

u modulace glykolyzy mélo i pouziti stimuldtora a inhibitor PPP (Alvarez et al., 2013).

Metabolismus glukozy je vyuzivan prasecimi COC i béhem cytoplazmatické maturace, ktera
vede k nabyti vyvojové kompetence pro nasledné oplozeni a tvorbu blastocyt. Médium NCSU-
23 neobsahuje substraty vyuzitelné jako zdroje energie. Suplementace tohoto média laktatem
o koncentraci 1 mM podporuje jadernou maturaci u 60 % oocyti, ale zaroveil nepodporuje
tvorbu blastocyst (po€et vzniklych blastocyst je pouze 10 %), a tudiz je médium vhodné
pro sledovani cytoplazmatické maturace. Kontrolni COC byly kultivovany 48 hodin v NCSU-
23 médiu obohaceném o 1mM laktat a 5,6mM glukézu. Média testovanych skupin obsahovala
navic jesté inhibitor glykolyzy kyselinu jodoctovou nebo inhibitor PPP 6-AN. Po kultivaci COC
se zminénymi inhibitory byly CC odebrany a oocyty, které vyloucily prvni polové télisko, byly
oplozeny. Oba inhibitory mély ve vysledku negativni vliv na tvorbu blastocyst, pfi¢emz 6-AN
maturaci. Pfi kultivaci oocytd v médiu obsahujicim 5,6 mM glukozu dokoncilo jadernou
maturaci pouze 26 % denudovanych oocyti a 67 % oocytl s CC. Tyto vysledky se shoduji
s predeslymi studiemi indikujicimi omezenou schopnost zpracovani glukézy prase¢imi oocyty.
Efekt snizeni transkripce a exprese genovych produkti pro G6PD (glukdza-6-fostat
dehydrogendza) nebo GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza) byl ovéfen pomoci
RNA interference. Knockdown mél negativni u€¢inek na nukleéarni i cytoplazmatickou maturaci,
pficemz nefunkéni G6PD méla na cytoplazmatickou 1 jadernou maturaci signifikantnéjsi vliv.
Tyto vysledky indikuji, Ze zdsahy do metabolismu gluk6zy ovliviiuji jaderné a cytoplazmatické

zrani oocytll (Wen et al., 2020).

Stimulace gonadotropiny pfi in vitro fertilizaci (IVF) u Zen se syndromem polycystickych ovarii
(PCOS) vyvolava hyperstimulaci témito hormony. Jako alternativni technologie IVF miize byt
vyuZita in vitro maturace (IVM) (Trounson et al., 1994). Usp&snost této metody je oproti in vivo
maturaci zatim nizka (Vuong et al., 2020). VylepSeni kultivacnich médii by mohlo mit pozitivni
vliv na Uspé$nost maturace. Kapacitatni in vitro maturace (CAPA-IVM) se zaméfuje
na vylepSeni prematuracniho média jeho obohacenim o C-type natriuretic peptid (CNP),
estradiol, GDF-9 a FSH. CNP plisobi na receptor kumularnich bun€k a reguluje mnoZzstvi
cGMP a cAMP v oocytech, coz vede ke zpozdéni obnoveni meidzy. Obohaceni média

o estradiol a GDF-9 zesiluje psobeni CNP na receptor. Oocyty kultivované v pfitomnosti FSH
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dosahuji vétsi velikosti. Kultivace malych antralnich folikuli mysi v CAPA-IVM
prematuraénim médiu umoziuje transzondlnim spojim setrvavat intaktni po delSi dobu,
prodluzuje trvani meiotického arrestu a poskytuje oocytim lepsi podminky pro dosazeni
vyvojové kompetence. Rozdil v u¢innosti zminénych dvou metod je stale patrny, ale tento
model otevira nové moznosti pro dalsi studium in vitro kultivace a maturace u lidi (Romero et
al., 2016). Autofi studie z roku 2021 provedli srovnani COC maturovanych pomoci CAPA-
IVM a in vivo. Vyznamné zmény v metabolismu oocytli pozorovany nebyly. Oproti tomu
kvantitativni real-time PCR odhalilo rozdily v expresi mnoha transkriptti kumularnich bun¢k
ve stejnych fazich maturace. Autofti zjistili, ze COC béhem in vivo maturace exprimuji 4x vice
Slc2al (GLUT1) nez COC s oocyty v prvnim meiotickém arrestu. To naznacuje zvySenou
potiebu piijmu glukézy béhem maturace. U CAPA-IVM COC nebyly v expresi Slc2al béhem
zminénych dvou fazi pozorovany rozdily poukazujici na sniZzenou glykolytickou aktivitu COC
(Akin et al., 2021). Studie z roku 2022 se zamé&fila na sledovani rozdili v metabolismu glukozy
pii IVM a in vivo maturaci. Kumularni bunky ptfi IVM vykazovaly vyssi expresi laktat
dehydrogendzy a snizenou aktivitu citratového cyklu coz ukazuje na moznost, ze in vitro
prostiedi 1 pies vyssi koncentraci kysliku podporuje anaerobni metabolismus. Schopnost COC
vyuzivat metabolismus glukozy jako zdroje energie pii IVM je tedy ziejmé& nedostatecna a

vyzaduje budouci optimalizace (Herta et al., 2022).

6.1.2 Hexosaminova draha

Mezi minoritni drdhy zpracovani glukézy v COC patii hexosaminova biosyntetickd drédha
(HBP) a polyolova draha. HBP je dileZitou metabolickou drahou pfi expanzi kumularnich
bunék, ale ovliviiuje 1 vyvojovou kompetenci oocytl. Finalni produkt této drahy miize byt
v bunkéch zpracovan jako substrat pro posttranslacni pfipojeni na proteiny jako O-GIlcNAc (O-
linked B-N-acetylglucosamine) (Frank et al., 2014). Pomér O-GlcNAc modifikovanych a
nemodifikovanych proteinit ma vliv i na GspéSnost oplozeni. O-GIcNAc transferaza odstraiuje
O-GlcNAc z proteintl, a prestoze jeji inhibici nedochazi k viditelnym zménam pfi maturaci,

uspésnost IVF se vyrazné snizuje a dochazi k polyspermii (Zhou et al., 2019).

Autofi studie zroku 2020 se zaméfili na zkoumani vlivu aplikace prostaglandinu E2
na vyvojovou kompetenci bovinnich oocyt a zjiStovali jeho zapojeni do procesti probihajicich
béhem maturace. Tato studie jako prvni odhalila jeho stimula¢ni vliv na metabolismus glukozy.
Obohaceni in vitro média o E2 vedlo ke zvySenému piijmu glukdézy COC a zvysila se i produkce
laktatu. Kumuldrni bunky exprimovaly vy$§i mnozstvi mRNA pro glukézové transportéry a

pro enzymy GFPT1 a GFPT2 zapojené do hexosaminové biosyntetické drahy, naznacujici
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jejich roli v usmérnovani spotfeby glukdzy za ucelem tvorby extracelularni matrix. Oproti
kontrolni skupin¢ méla testovand skupina rozdilné mnozstvi mRNA asociovanych
s antioxida¢nimi U€inky a sniZila se u ni i apoptoza. Suplementace prostaglandinem E2 sice
nezmeénila pocet maturovanych oocytli, ale vyprodukované blastocysty byly kvalitné;si

(Boruszewska et al., 2020).

6.1.3 Polyolova draha

Polyolova drdha v kumularnich bunkdch pfeménuje glukézu na sorbitol pomoci aldéza
reduktazy. Suplementace sorbitolem béhem IVM v nizkych koncentracich (20mM) podporuje
vznik blastocyst, zatimco vysoké koncentrace (100mM) vyrazné snizuji expanzi kumularnich
bunck a jadernou maturaci. Vysoka koncentrace sorbitolu vedla ke vzniku vice reaktivnich
forem kysliku (ROS). U kontrolni skupiny nebo pfi nizkych koncentracich sorbitolu se hodnoty
ROS nezménily. Pii kultivaci jiz maturovanych oocytl, které vyloucily prvni pdlové télisko
m¢él sorbitol negativni vliv na formaci blastocyst jak v nizkych, tak i ve vysokych koncentracich
(Lin et al., 2013). Vliv véku na hodnoty sorbitolu in vitro maturovanych mysich oocytt byl
studovan v publikaci Zhang et al.,, (2021). Autofi pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie naméfili u mladych mys$i v nezralych oocytech vy$$i mnozstvi sorbitolu
nez v téch maturovanych (8 tydnil). U starych mysi (9 mésicit) se naopak jeho hodnoty po IVM
vyrazné zvysily, stejné jako exprese mRNA pro aldoza reduktazu. Hodnoty ROS byly v tomto
pfipadé také zvySené a méné oocyti dokoncilo maturaci. Po aplikaci inhibitoru aldéza
reduktazy sorbinilu se tispéSnost maturace zvedla z pivodnich 66,1 % na 82,4 %. Vysledky
ukazuji, Ze akumulace sorbitolu do vysoké koncentrace béhem IVM inhibuje jadernou maturaci

oocytu.

6.2 Metabolismus lipida

Oocyty v porovnani s kumularnimi bunikami disponuji mnohem vys$si metabolickou aktivitou
enzymu lipazy. To poukazuje na roli metabolismu lipidii pfi jejich maturaci (Cetica et al., 2002).
Béhem IVM se v kumularnich buiikach zvySuje exprese 22 ze 27 zkoumanych gent figurujicich
v metabolismu lipidt. Kumularni buitky maji schopnost vyuzivat zpracovani lipida (pfedevsim
oxidaci mastnych kyselin a lipolyzu) jako zdroje energie pro vlastni funkci, coz jim umoziuje

nasledné podporovat energeticky metabolismus oocytu (Sanchez-Lazo et al., 2014).
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Obrazek 4: Schéma metabolismu lipidii a glukézy v COC. Cilem obou metabolism je zajistit zdroje pro tvorbu
ATP v oocytu. Lipidy se ve folikularnim prostiedi mohou v vyskytovat bud’ neesterifikované ve folikularni
tekutingé, kumularnich bunkach a cytoplazmé oocytu, nebo esterifikované ve formé triacylglycerold v lipidovych
kapénkach. Energie z lipidi je v oocytu ziskavana oxidaci mastnych kyselin a beta oxidaci. Metabolismus glukozy
kumularnich bunék pomoci nékolika zasadnich drah umoziuje transport pyruvatu NADPH do oocytu. Pievzato

z rev.: Warzych & Lipinska, (2020).

6.2.1 Lipidové kapénky

Lipidy jsou bohatym zdrojem energie, ¢ehoz by oocyt mohl vyuzivat pii rostoucich
energetickych narocich v pribéhu maturace. Tuto teorii podporuje studie z roku 2013, ktera
sledovala obsah lipidovych kapének v ooplazmach 4 skupin vzorkd — nezralych a in vitro
maturovanych bovinnich oocytd bud’ v komplexech s CC, nebo oocytli s odebranymi CC.
K ubytku lipidovych kapének doslo po IVM v obou skupinach. Denudované oocyty mély
v ooplazmé niz$i pocet lipidovych kapének, coZ ukazuje na odliSnosti v lipidovém metabolismu
pii pritomnosti a absenci CC. Zéaroven ale byly lipidové kapénky v denudovanych oocytech
vetsi, pravdépodobné kviili snizené schopnosti spotieby tohoto zdroje energie bez pritomnosti
CC (Auclair et al., 2013). K ubytku lipidovych kapének po IVM doslo i ve studii provedené
na prasec¢ich COC. (Malyszka et al., 2023). Studie z roku 2017 ptekvapive ptiSla s opaénymi
vysledky. U denudovanych bovinnich oocytl byly téZ pozorovany zmény v obsahu lipidovych
kapének pied a po IVM. Jejich pocet se ale po maturaci zvysil. Nesrovnalosti v obou studiich
by se mohly tykat rozdilti v pouzitych médiich. [IVM médium v této studii bylo suplementovéano
fafBSA (fatty acid free bovine serum albumine), zatimco ve studii z roku 2013 nikoliv
(Warzych et al., 2017). Déle se tato studie zabyvala rozdilnym obsahem kapének v oocytech
telat a dospé€lych krav. Oocyty telat obsahovaly pted i po IVM vyrazné nizsi pocet kapének

nez oocyty dospélych krav. Nebyla zde zjiSténa korelace mezi velikostmi folikulii a pocty
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kapének. Jejich nizky pocet by mohl souviset s nizkou vyvojovou kompetenci oocyt

prepubertalnich telat (Warzych et al., 2017).

Médium pro IVM bézné obsahuje 10 % folikularni tekutiny. Jeji slozeni se ale mezi rGznymi
vzorky miize liSit. Studie z roku 2023 se zaméfila na studium oocyta prepubertalnich prasat
maturovanych ve standardnim médiu s 10 % obsahem folikularni tekutiny, kterd se ve dvou
skupinach lisila podily MK. Skupina s vysokym podilem MK se projevovala zvySenou
dynamikou akumulace lipidi do CC a stabilnim obsahem lipidovych kapének v oocytech.
Druhé skupina s nizkym obsahem MK m¢la snizenou akumulaci lipidi v CC a obsah lipidovych
kapének v oocytech byl snizen. Uprava podilu MK ve folikularni tekuting by tedy mohla piispét

ke zlepSeni kvality in vitro maturovanych prasecich oocyti (Malyszka et al., 2023).

Kumularni bunky hraji dilezitou roli pfi regulaci inkorporace lipidii do oocytu. Denudované
oocyty kultivované v pfitomnosti analogu mastnych kyselin (MK) Bodipy 558/568 C12
vykazovaly jiz po 4 hodinéach kultivace 60 % narust kapének v ooplazmé oproti oocytlim s CC
po 23 hodindch. Kumularni buiiky aktivné moduluji transport mastnych kyselin do oocytu tim,
7ze je preménuji na triacylglyceroly, které nasledné ukladaji v lipidovych kapénkach
v cytoplazmé. Kumularni buniky se tak chovaji jako bariéra pro prostup lipidt dale do oocytu a
ochraiiuji ho pfed cytotoxickym efektem, ktery muze byt vyvolan jejich pfili§ vysokou
koncentraci. Autofi pak dale studovali i efekt suplementace tfemi nejhojnéjSimi MK
pritomnymi v bovinni folikularni tekutiné — kyseliny palmitové, stearové a olejové. Po inkubaci
s MK byly lipidové kapénky v COC imunologicky zna¢eny pomoci peripilinu-2. Inkubace se
zminénymi MK silné€ zvySila mnozstvi znacenych kapének v CC, ale nikoliv v oocytu. I pfes
naruseni corony radiaty béhem inkubace byly zbylé CC schopné ochranit oocyt pied
cytotoxickym efektem kyseliny palmitové. Inkubace s touto kyselinou vSak vedla ke zvySeni
koncentrace ceramidl spojovanych s apoptézou v CC i1 oocytech (Lolicato et al., 2015). Také
u prasecich oocytit byly MK po kultivaci akumulovany v CC a vzniklé kapénky vykazovaly
riznou morfologii v zavislosti na pouzit¢ MK. Kyselina stearova zptisobila vznik mnoha
malych lipidovych kapének v CC, zatimco kyselina olejova nezménila jejich pocet, ale

zpusobila zvySeni jejich objemu. Morfologie oocytu pozménéna nebyla. (Pawlak et al., 2020).

6.2.2 Negativni vliv lipidi

Vysokéa koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin ma negativni vliv na izolované
somatické granuldézni buniky, u nichz mtize zplsobovat apoptéozu. Indukuje vznik ROS a

aktivuje metabolické drahy ERK1/2 a p38MAPK vedouci k apoptdéze (Wang et al., 2020).
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Zvysena koncentrace kyseliny palmitové snizuje proliferaci a Zivotaschopnost granul6znich
bun¢k. Oocyty vyvijejici se takovém prostiedi maji zhorSenou schopnost dalsiho vyvoje
(Shibahara et al., 2020). Neesterifikované MK mohou ve vysokych koncentracich snizovat
vyvojovou kompetenci prasecich oocytli. Mnozstvi téchto MK miize byt u jedinc zvysené
v disledku nékterych patologickych stavii. Testované COC byly kultivované pii vysokych
koncentracich neesterifikovanych MK s monovrstvou granuléznich bunék. Po kultivaci byly
oocyty oplozeny. Pocet ziskanych blastocyst byl v testované skupiné 10,5 % (oproti kontrolnim
14,1 %) a1 vyvoj blastocyst probihal pomaleji (Shi & Sirard, 2021b). Granuldzni bunky pfidané
do kultivacniho in vitro média s COC zmirnuji negativni efekt vysoké koncentrace NMK
na oocyty, piestoze ptesny mechanismus neni zatim znamy. Pomoci rozdild v genové expresi
granuloznich bun¢k vystavenych vysokym koncentracim NMK oproti kontrolni skupiné byly
identifikovany aktivované metabolické drahy. Hlavni pozorované zmény se tykaly inhibice
diferenciace granuldznich bun€k na buniky nésténné granuldzy, metabolismu mitochondrii,
zanétlivé odpoveédi a bunééného cyklu. Tyto rozdily by mohly piispivat k protekci COC béhem
IVM a ziskané poznatky by mohly pfispét ke zlepSeni kultivacnich médii (Shi & Sirard, 2021a).

Zeny s BMI (body mass index) > 30 maji primémé v krvi a folikularni tekuting vice
nizkodenzitnich lipoproteinii a C-reaktivnich proteinil, nez zeny s BMI < 25. U pacientek
s vy$§im BMI probiha ryhovani déle a kvalita i kvantita embryi je snizena. Studie z roku 2020
ptekvapivé neodhalila efekt BMI na obsah lipidi v kumularnich ani granuléznich bunikach a
ani pravdépodobnost ot&hotnéni se nezménila. Zeny, které dosahly usp&sného oplodnéni mély

niZsi obsah lipidi v kumulérnich a granuléznich buiikach nezavisle na BMI (Raviv et al., 2020).

6.2.3 Role melatoninu v metabolismu lipidt

Melatonin ovliviiuje nékteré déje v komplexech oocyti a kumularnich bunck. ZlepSuje
napftiklad jejich toleranci viici teplotnimu stresu (Li et al., 2015). Pro otestovani role melatoninu
v metabolismu lipidit COC byly pouZity inhibitory triacsin C, rotenon nebo etomoxir. Ve vSech
testovanych skupindch byly pro vizualizaci vyuZity sondy Lipi-blue a Lipi-green, které
umoziuji monitorovani zmén v obsahu lipidQ v zivych buiikdch. Zaznamenana fluorescence
sond se sniZila béhem pfechodu oocytu do metafaze II, poukazujici na mobilizaci lipidil jako
zdroje energie pro oocyty. Skupina se suplementaci melatoninem vykazovala vyssi intenzitu
modré fluorescence, indikujici méné mobilizovanych lipidi. U oocytl oSetfenych inhibitorem
etoxomirem (inhibitor oxidace MK) fluorescence také vzrostla a nasledna aplikace melatoninu
jeji intenzitu neovlivnila. Naopak po aplikaci triascinu C (inhibitor tvorby diacylglycerola,

triacylglyceroli a cholesterolu) a rotenonu (inhibitor elektron transportniho fetézce
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mitochondrii) se fluorescence snizila. OSetfeni melatoninem mélo reverzibilni u¢inek na vliv
téchto inhibitori. Tyto vysledky naznacuji, ze melatonin potlacuje lipolyzu a podporuje
ukladani lipida v maturujicich prasecich oocytech, ¢imz zvysuje jejich vyvojovou kompetenci.
Ulohou kumularnich bunék v modulaci metabolismu lipidéi pomoci melatoninu je exprese
receptorti pro melatonin MT1/MT2. Melatonin prostiednictvim téchto receptort signalizuje
zménu genove exprese, kterd souvisi predevsim s tvorbou antioxidantti, metabolismem lipida a
mitochondridlni respiraci (Zhu et al., 2021). Po pouziti melatoninu vzrista exprese obou jeho
receptortt v CC a pii pouziti jeho antagonisti klesa. Kumularni buniky narozdil od oocyti
po suplementaci melatoninem nepodporuji ukladani lipidd do kapének, ale snizuji jejich

mnozstvi a predpoklada se, Ze tyto kapénky jsou zpracovany prave lipolyzou (Jin et al., 2022).

7. Expanze kumularnich bunék

Expanze kumularnich bunék uzce souvisi s maturaci oocytu. Ten ziistava az do jejiho pocatku
v prvnim meiotickém arrestu. Vzajemny fyzicky kontakt mezi CC a oocytem mu umoziuje
v této fazi setrvavat. Poruseni vazeb mezi buiikami zptsobené piivalem gonadotropint funguje
jako impulz pro obnoveni meidzy (Racowsky & Baldwin, 1989). Gap junctions mezi buitkami
zanikaji a v kumularnich bunikdch dochazi k syntéze kyseliny hyaluronové (Chen et al., 1990).
Expanze kumularnich bun¢k je obecné uznavana jako ukazatel vyvojové kompetence oocyti.
Extracelularni matrix produkovana CC pfi expanzi se sklada ptfedevs§im z kyseliny hyaluronové
a dalSich latek jako jsou TNF-stimulated gene 6, pentraxin 3 a té¢Zké fetézce odvozené od inter-
alfa-inhibitorovych proteinli. Delece v oocytdrnim genu pro core 1 O-glykoprotein mysi
zptsobuje zmény pii expanzi mutantnich COC. Uroveii expanze je u mutantil oproti kontrolni
skupiné redukovand o 32 %, vzdalenost mezi CC corony radiaty a oocytem je snizena a tézké
fetézce jsou hustéji rozmistény. Mutace zpiisobujici pozménény fenotyp vSak nemd negativni
vliv na pribéh ovulace ani na schopnost oplozeni a naznacuje tak zna¢nou flexibilitu systému

(Ploutarchou et al., 2015).

Jednim z pokust o vylepseni kultivacniho média pro IVM je FLI matura¢ni médium, které se
sklada z chemicky definovaného média suplementovaného FGF2 (fibroblast growth factor 2),
LIF (leukemia inhibitory factor) a IGF 1 (insulin growth factor 1). Médium se ukazalo jako
velmi efektivni, jelikoZz dvakrat navySilo produkci blastocyst oproti standardnimu médiu a
nasledn¢ se zdvojnésobil 1 pocet narozenych selat recipientnich prasnic. Predpoklada se,
ze pozitivni vliv FLI média je pravdépodobné zpiisoben zménami v nacasovani aktivace

MAPKI1/3 v kumularnich buiikach. To ovliviiuje iniciaci maturace oocytll a expanzi CC.
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Méieni v nékolikahodinovych usecich ukazalo znatelné zmény ve fosforylaci MAPK1/3.
Expanze kumuldrnich bunék se vyrazné€ liSila mezi 3. a 6. hodinou kultivace. Vrstva
kumularnich bun¢k se zmensovala az do 6. hodiny kultivace, kdy doslo k rapidni expanzi. Na
konci kultivace byla expanze FLI kultivovanych buné¢k mnohem vyrazné;jsi nez u standardné
kultivovanych bunék (Yuan et al., 2017). Luteinizacni hormon ptisobi na somatické bunky
folikulu, které jako odpovéd’ na signal aktivuji MAPK signalizaci. Dtsledkem aktivace této
dréhy je rozruseni gap junctions v COC (Sela-Abramovich et al., 2005). Po 42 hodinach
kultivace ve FLI médiu bylo mén¢ spojit mezi buiikkami intaktnich. Analyza genové exprese
kumularnich buné¢k ukazala rozdily v expresi sledovanych genti v riznych fazich kultivace mezi
obéma skupinami. Zmény by mohly vysvétlovat chovani kumularnich bun¢k béhem riznych
fazi kultivace. ZmenSeni vrstvy kumularnich bunék do 6. hodiny kultivace by mohlo

ochrainovat oocyt pied stresory (Yuan et al., 2017).

Vyzkum z roku 2021 pftiSel s objevem, Ze alespoil u prasecich oocytil by nemusela byt expanze
kumularnich bun¢k ani stimulace gonadotropiny pro maturaci oocytu in vitro viilbec potiebna.
FLI médium zesilovalo ucinky gonadotropint, které vedly k aktivaci MAPK1/3. Pfi absenci
gonadotropinli vS§ak nebyl pozorovan ucinek FLI média na aktivaci MAPK1/3 a expanze CC
témét neprobihala. Oocyty maturované timto zptisobem piekvapivé ale neztratily schopnost
ziskani jaderné a cytoplazmatické kompetence pro oplozeni a naslednou produkci potomkd.
Tento objev zpochybiiuje obecné piijimanou hypotézu, ze expanze kumularnich buné¢k je pro
nabyti vyvojové kompetence oocytl pii IVM nezbytna. Piesné mechanismy musi byt teprve

popsany (Redel et al., 2021).
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8. Zaveér

Role kumularnich bun€k pfi riistu a maturaci oocytl je v této bakalaiské praci demonstrovana
na mnoha studiich. Kumularni buiiky spolu s oocyty vytvaieji komplexy zprostfedkovavajici
oboustrannou signalizaci a metabolickou spolupraci. Signaly mohou byt v rdmci komplext
pfedavany jak parakrinné, tak pomoci gap junctions. Signalizace ze strany oocytu ma vliv

na zménu genove exprese v kumularnich buiikach.

Ptitomnost kumularnich bunék na oocytu umoznuje pomoci intaktnich spoji udrzovani
meiotického arrestu. Naruseni komplext pfi jejich uvolovani z folikult mize vést k poruseni
komunikace mezi buiikami a u dostate¢né velkych oocytii miize dojit k pfed¢asnému obnoveni
meidzy. Studie odhalily vliv cyklickych nukleotidli na udrzovani meiotického arrestu, nicméné
pfesny mechanismus se stidle zkouma. Existuji dvé hypotézy pfesného mechanismu, z nichz
prvni navrhuje transport cAMP do oocytu z kumularnich bunék pomoci gap junctions a druha
podporuje generovani cAMP oocytem, kde kumularni buiiky maji pouze stimulacni efekt na
adenylat cyklazu. V obou ptipadech kumularni bunky hraji dilezitou roli. Kromé cAMP se
v signalizaci uplatiuje 1 dalsi cyklicky nukleotid cGMP, ktery je kumularnimi buiikami
syntetizovany a nasledné transportovany do oocytu. Zde pfispiva k udrzovani meiotického
arrestu inhibici fosfodiesterazy 3A hydrolyzujici cAMP. Obnoveni meidzy je dano porusenim
spoji mezi oocytem a kumulédrnimi buitkami. Donedévna se usuzovalo, Ze signal pro tento jev
ptichdzi z oocytu. Nova studie Abbassi et al., (2021) vSak pfinesla poznatek, Ze luteinizacni
hormon pusobici na bunky nasténné granuldézy indukuje produkci ligandu EGF puisobiciho
na kumularni buniky, které po obdrZeni signilu preruSuji transzondlni spoje mezi nimi a

oocytem.

U denudovanych oocyti v médiu s glukozou jako jedinym zdrojem energie nedochazi
k maturaci. Kromé nizké exprese glukdzovych transportért u oocytii u nich byla zaznamenéana
1 nizka pfitomnost enzymu figurujicich v glykolyze. Oocyty jsou schopné maturovat v médiu
s pyruvatem, glutaminem a glycinem, coz poukazuje na znacné vyuzivani oxidativni
fosforylace jako zdroje energie. Kumuldrni buiiky naopak exprimuji hojné mnoZstvi
glykolytickych enzymi. Média podporujici glykolyzu v kumularnich buikdch zvySuji
vyvojovou kompetenci oocytl, zcehoz miizeme usoudit jejich podptirnou funkci
pro energeticky metabolismus oocytu. Zatimco glykolyza hraje vyznamnou roli pfedevSim
v transportu energetickych substratli do oocytu, dal$i metabolické drahy zpracovani glukdzy
v kumulérnich buitkdch mohou pftispivat ke zlepSeni vyvojové kompetence. Kumuléarni buniky

krom¢& metabolismu glukézy ovliviiuji 1 metabolismus lipidi v oocytech regulaci akumulace

19



lipidovych kapének do ooplazmy. Lipidové kapénky mohou slouzit jako zdroje energie
pro oocyty pii jejich rostoucich energetickych narocich béhem maturace, na coz poukazuje
vysokd aktivita enzymu lipdzy. Kumuldrni bunky mimo jiné ochrafiuji oocyty
pied cytotoxickym efektem nenasycenych mastnych kyselin regulaci jejich prostupu

do ooplazmy a jejich ukladanim do vlastni cytoplazmy.

Za obecn¢ pfijimany marker vyvojové kompetence je povazovana expanze kumuldrnich bunék.
S objevem FLI matura¢niho média byl tento ukazatel v§ak zpochybnén. FLI matura¢ni médium
bylo vyvinuto suplementaci chemicky definovaného média FGF2, LIF a IGF 1 a ukézalo se byt
velmi efektivni, jelikoz umoznilo zdvojnasobeni poctu vzniklych blastocyst. Nova studie z roku
2021 odhalila schopnost tohoto média maturovat praseci oocyty bez expanze kumuldrnich

bunék.

I ptes snahy novodobych studii vylepsit in vitro kultivacni a matura¢ni média stale nejsou
vysledky maturace in vitro srovnatelné s maturaci in vivo. Nové poznatky vSak oteviraji
moznosti pro dal$i vyzkum umoznujici lep$i pochopeni a napodobeni slozitych dé&ja

probihajicich mezi bunikami folikulu v jejich pfirozeném prostiedi.
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