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Abstrakt

V Ceské republice se podle statistik s neplodnosti setkava az 20 % part a toto procento stale
stoupd. Jednou z moznosti 1écby neplodnosti je podstoupeni nékteré z metod asistované reprodukce.
Mezi nejcastéjsi pouzivané metody patii tzv. mimotelni oplodnéni (in vitro fertilizace, IVF). Za ucelem
zvyseni pravdépodobnosti uspé$ného oplodnéni je preferovano disponovat kvalitnim oocytem se
specifickymi vlastnostmi. Takovy oocyt je pak ptedpokladem pro kvalitni embryo, spravny pribéh
téhotenstvi a spravny vyvoj plodu. Meidzu, ktera je klicovym krokem pfii tvorbé oocytt, reguluji slozité
signalni drahy. Pokud jsou tyto drahy nefunkéni, snizuje se Sance oocytu vyvinout se v kompetentni
embryo. Napfiklad chyby v segregaci béhem meidzy vedou k aneuploidii, kterd je hlavni pfic¢inou
potrati a vrozenych vad. Pochopeni signalnich drah mtze pomoci urcit piivod chyb, které maji za

nasledek vznik aneuploidii, a tim pfispét ke zlepSeni reprodukéniho zdravi zen.
Klicova slova:

aneuploidie, délici vieténko, in vitro fertilizace, kontrolni bod sestaveni déliciho vieténka, kvalita
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Abstract

According to statistics in the Czech Republic, up to 20 % of couples experience infertility, which is still
rising. One of the infertility treatment options is to undergo one of the assisted reproduction methods.
In vitro fertilization (IVF) is among the most commonly used methods. In order to increase the success
rate of fertilization, it is preferable to have a quality oocyte with specific characteristics. Such an oocyte
is then a prerequisite for a good quality embryo, a correct course of pregnancy, and proper fetal
development. Meiosis, a key step in oocyte formation, is regulated by complex signalling pathways. If
these pathways are dysfunctional, the chances of the oocyte developing into a competent embryo are
reduced. For example, errors in segregation during meiosis lead to aneuploidy, which is a major cause
of miscarriages and birth defects. Therefore, understanding the signaling pathways can help identify the
origin of the errors that result in aneuploidy and thus contribute to improving women's reproductive
health.
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aneuploidy, spindle, in vitro fertilization, spindle assembly checkpoint, oocyte quality, chromosome
segregation
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Uvod

Kvalitni oocyt, ktery vykazuje specifické vlastnosti, pfispiva ke zlepSeni reprodukénich
vysledkt. Je tedy pfedpokladem pro kvalitni embryo, spravny prubeh t€hotenstvi a vyvoj plodu. Pokud
oocyt ¢i embryo nedosahuji uréitych kompetenci pro spravnou funkénost, mohou se vyskytnout
problémy, jakymi jsou napfiklad aneuploidie (stav, kdy se v bufice nenachédzi spravny pocet
chromozomil) nebo neplodnost. Problematika neplodnosti je palc¢ivym tématem jiz n€kolik desitek let.
Podle dostupnych dat se s touto nemoci v dnes$ni dobé potyké az 15 % part po celém svéte (Gerrits et
al., 2017). Infertilita je definovana jako neschopnost pocit béhem jednoho roku a déle. Jednou
z moznosti dostupné 1é¢by je podstoupit nékterou z metod asistované reprodukce (ART, z angl.
assisted reproductive technology). ART zahrnuje 1ékatské 1é¢ebné techniky, pii kterych se manipuluje
se zarode¢nymi buitkami nebo embryi. Nejcastéjsi a velmi zndAmou metodou je in vitro fertilizace (IVF,
z angl. In vitro fertilization). Vyzkum zaméfeny na identifikaci potencidlnich pfi¢in Spatné kvality

oocytll ma vyznam pro zlepseni aspésnosti v metodach asistované reprodukce.

Cilem této prace je popsat specifické vlastnosti, které urcuji kvalitu oocytli a embryi, a také
popsat metody, které se v soucasné dobé pouzivaji v centrech asistované reprodukce k hodnoceni
kvality oocytd a embryi. Tato prace se zaméii na molekularni podstatu kvality oocytli a embryi, zejména

na popis jednotlivych signalnich drah, které by ji mohly ovlivnit.
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1 Kbyvalita oocytii a embryi v metodach asistované reprodukce
1.1 Invitro fertilizace

In vitro oznaCuje v ptekladu z latiny ,,ve skle“. IVF tedy znamena umélé oplodnéni ve
zkumavce. Obecné jde o proces, kdy se z vaje¢nikii odeberou oocyty, které jsou oplodnény spermiemi
mimo telo v laboratornich podminkach a vysledné embryo se transferuje ptimo do délohy. IVF jako
jeden z prvnich pouzil v 50. letech 20. stoleti védec M. C. Chang, ktery timto zptisobem oplodnil krali¢i
oocyty (Chang M C, 1959). Vroce 1978 se v Anglii diky IVF narodilo prvni dit€¢ jako vysledek
spoluprace Patricka Steptoe a Roberta Edwardse (Steptoe, Edwards 1978)). Pouziti IVF se zacalo
rapidné rozSifovat a zdokonalovat a naslo feSeni i pro Zeny, u kterych se objevovaly i jiné indikace k

IVF neZ onemocnéni vejcovodi, a to zejména pokrocily vék a endometridoza (Warshaviak et al., .2019).

IVF je nejbéznéjsi a nejpouzivané;jsi technologii asistované reprodukce. Prvnim krokem IVF je
hormonalni stimulace vajecnikl. Piivodné se do pritbéhu menstrua¢niho cyklu nezasahovalo a stale se
pfirozeny cyklus v praxi vyuziva, ale Castéji se provadi fizend stimulace vajecnikt kviili maximalizovani
poctu ziskanych oocytl za jeden cyklus. Tento zplisob umoziuje vyssi Sanci na uspésnou fertilizaci (J.
J. Zhang et al., 2016). V soucasné dobé se pro stimulaci vajecnikd pouzivad lidsky menopauzalni
gonadotropin, rekombinantni folikulostimulaéni hormon nebo rekombinantni luteinizaéni hormon
(Shahrokh Tehraninejad et al., 2017). Podavani exogennich gonadotropini udrzuje hladiny
folikulostimula¢niho hormonu (FSH) a luteiniza¢niho hormonu (LH) nad kritickou hranici potiebnou
pro stimulaci vyvoje mnoha preovula¢nich (Graafovych) folikul,, coz umoziuje ziskat vice oocytll
vjednom IVF cyklu. Soucasné pisobeni agonisty nebo antagonisty gonadoliberinu zabranuje
predcasnému zvyseni LH, které mtize nastat pii vyvoji vice dominantnich folikult (primér folikulu >16
mm) (Allegra et al., 2007). Pfed odebranim oocytt se jejich konecné dozrani a nasledna ovulace obvykle

indukuje vlivem lidského choriogonadotropinu (Gunnala et al., 2017).

Plvodné se oocyty ziskavaly laparotomii nebo laparoskopii. Dnes se standartné¢ odbér provadi
vaginalné s pomoci ultrazvuku, ktery navadi aspiracni jehlu do folikull, odkud je nasata folikularni
tekutina obsahujici oocyt. Optimalni objem folikult, ze kterych je oocyt ziskan, by mél byt v rozmezi
1-6 ml, coz odpovidd priméru 13-23 mm. Podobnou miru oplozeni vSak naméfili i u oocyti
pochazejicich z mensich folikuli o objemu 0,3-0,9 ml (8-12 mm v priméru). Dokonce pozorovali vétsi
pocet zivé narozenych déti po prenosu blastocyst pochazejicich z mensich folikulli. To naznacuje
vyznam aspirace folikulli o objemu 0,3-0,9 ml (Wirleitner et al., 2018). Tento zptisob odbéru je vyuzivan
u lidskych oocytt. Technika, ktera se ve vyzkumu v pfipadé mysich zralych ovulovanych oocytl
pouziva, vyzaduje eutanazii myS$i samice, odstranéni vejcovodii a sbér oocytli spolu s kumularnimi
bunikami, které tvoti tzv. kumulus-oocyt komplexy (COC, z angl. cumulus oocyte complex). Existuji
vsak chirurgické techniky, které nevyzaduji eutanazii a umoziuji odebrat vice oocytli od jednotlivé mysi

samice a zachovat tak jeji reprodukéni schopnost (Byers et al., 2009).
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1.2 Kvality oocytii/vyvojové kompetence oocytii a ranych embryi

Z obecného hlediska je pro vznik nového jedince zdsadni jak kvalitni spermie, tak kvalitni oocyt.
Nicméné vyvojovy osud embrya urcuje predevsim oocyt(Rana et al., 2023). Dle studie, kterd hodnoti
morfologii oocytu, jeho cytoplasmy, perivitelinniho prostoru, zona pellucida, polarniho téliska a velikost
oocytu, predikuji tyto parametry kvalitu embrya. Oocyty, které dosahovaly vyssiho skore v jednotlivych
kategoriich viz. vySe, vedou k vy$§imu poctu bun¢k embrya a jeho vyssi kvalité (Lazzaroni-Tealdi et
al., 2015). Vyvojova kompetence oocytu, ktera se charakterizuje jako oocyt, ktery mtze dosahnout
zralosti, projit ispéSnym oplodnénim a vyvinout se do stadia blastocysty (Duranthon & Renard, 2001),
je v pribéhu oogeneze ziskavana prostrednictvim interakce s folikularnimi buiikami obklopujici oocyt.
Schopnost znovuzahajit meidézu [ a projit preimplantacnim vyvojem je postupné urcovana béhem
folikulogeneze. Meidza zahrnuje dvé specializovana bunééna déleni, nazyvanych meidza I a II. Prvni
meiotické déleni spociva v separaci mateiské a otcovské kopie kazdého chromozomu. Tim dojde
k redukci genomu z diploidniho po¢tu chromozomt na haploidni pocet chromozomi. Az pfi druhém
meiotickém déleni se segreguji sesterské chromatidy. Savéi oocyty vstupuji do meidzy 1 v prubéhu
vyvoje plodu a postupuji meiotickou fazi I, dokud se nezastavi v diplotene fazi profaze I. V tomto stavu
muzeme pozorovat germinalni vacek (GV, z angl. germinal vesicle), proto se tato faze nékdy nazyva

GV faze. V ni oocyty setrvavaji az do sexudlni zralosti samice (He et al., 2021).

Analyza né¢kolika aspektii dle morfologie oocytu pomoci konven¢ni mikroskopie s fazovym
kontrastem pfinesla rozdilné poznatky o moznosti stanoveni spolehlivych kritérii pro predikci
vyvojového potencidlu (Revelli et al., 2017). Zavedeni noveé vyvinuté mikroskopické techniky zalozené
na detekci polarizovaného svétla generovaného dvojlomnymi bunéénymi strukturami nabidlo moznost
neinvazivni vizualizace meiotického vieténka (oocytu v metafazi II) , jehoz ptitomnost je kriticka pro
oplozeni a pozd¢jsi vyvojova stadia (Tomari et al., 2018; W. H. Wang et al., 2001). Ke standardizaci a
interpretaci informaci dostupnych prostfednictvim této techniky jsou vSak zapotiebi dalsi studie.
Prestoze invazivni techniky nejsou schopny zachovat Zivotaschopnost bungk, a tudiz poskytnout
metodu, pomoci niZ by bylo mozné vybirat oocyty s vyssi vyvojovou kompetenci, mohou ptispét k
definovani objektivnich kritérii kvality oocytl. Zejména imunofluorescenéni analyza, ktera je schopna
identifikovat kritické anomalie meiotického vieténka a organizace cytoskeletu, jez mohou odpovidat za
kvalitu oocytu, je dilezitou metodou pro hodnoceni G¢innosti systému zrani in vitro (Chen et al., 2018;

C. Zhang et al., 2020).
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2 Morfologické a bunéc¢né faktory pri hodnoceni kvality oocyti

Hodnoceni kvality oocytil na zakladé morfologickych projevt je prevazné subjektivni a mezi
jednotlivymi pracovisti se 1isi, coz miize byt povazovano za nevyhodu. Doposud nebyl vytvofen
jednotny systém klasifikujici morfologicka kritéria, nicméné jsou k analyze bézné vyuzivana a poskytuji
dilezité informace rozhodujici o selekci oocytli. Naopak vyhodou je neinvazivni charakter pouzitych

metod, jakymi jsou pozorovani pod mikroskopem (Hardarson et al., 2012).
2.1 Polarni télisko

Vysledkem asymetrického déleni béhem prvni a druhé meidzy je velky oocyt a dvé drobna
polarni téliska, ktera obsahuji 23 chromozoml a malé mnozstvi cytoplazmatickych organel. Prvni
polarni télisko je vylouCeno po nastupu viny luteinizaéniho hormonu, coz je dalezitym znakem
meiotického zrani oocytu (Cabhill et al., 1998). Nékolik studii ukazalo, Ze celistvost, tvar nebo velikost
polarniho téliska lze pouzit k posouzeni kvality oocytu (Ebner, 2002; Navarro et al., 2009; Y. Yang et
al., 2022). Mira oplozeni a kvalita embryi jsou vyssi, pokud je polarni télisko neporusené, ma spravny
tvar a hladky povrch. Oocyty s neporusenym polarnim téliskem vykazuji vyssi miru oplozeni, zatimco
oocyty s velkym, nepravidelnym nebo fragmentovanym polarnim téliskem poskytuji horsi vysledky
(Balaban & Urman, 2006). Na rozdil od vyse uvedenych studii Verlinsky a jeho kolegové odhalili, ze
abnormalni morfologie polarniho téliska zahrnujici fragmentaci a nepravidelny tvar nekoreluje s mirou
oplozeni, kvalitou embryi, schopnosti dosdhnout stadia blastocysty, uspéSnosti pienosu embryi a
aneuploidii (Verlinsky et al., 2003). Soub&zné s touto studii nebyl zjistén zadny vztah mezi fragmentaci
polarniho téliska a nésledujicimi parametry: mirou oplozeni a ryhovani, kvalitou embryi, mirou
ot€hotnéni a implantaci (Ciotti et al., 2004). Rliznorodost studii a jejich zavéri tykajicich se morfologie

polarniho téliska naznacuje, ze se stale jedna o sporné kritérium pro hodnoceni kvality oocytt.
2.2 Zona pellucida

Zona pellucida je specialni extracelularni matrix, ktera obklopuje oocyt. Je vylu¢ovana
primarnim oocytem ve stadiu preantralniho folikulu. Vyuziti polarizacni svételné mikroskopie
umoznuje neinvazivni zptsob vizualizace riznych vrstev zona pellucida na zaklad¢ dvojlomu. Tloustka
vnitini vrstvy zona pellucida je spojena s lepSim vyvojem oocytu a kvalitou embrya (Raju et al., 2007).
Jina studie vsak dospéla k zavéru, Ze tloustka zona pellucida nema vliv na vyvoj embrya (Swigtecka et
al., 2014). Tenci zona pellucida mize byt navic spojena s lep$i mirou oplozeni v souvislosti s
usnadnénim praniku spermii (Bertrand et al., 1995). Dalsi studie se zaméfila na oocyty
obklopené tmavou zona pellucida a porovnavala je s oocyty obklopenymi normalni (svétlou) zona
pellucida. Tmava zona pellucida neméla vliv na oplodnéni. Naopak procento kvalitnich embryi,

implantaci, a t€hotenstvi se snizilo (Shi et al., 2014).
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2.3 Komplex kumulus-oocyt

Je vSeobecn€ znamo, Ze mezi lidskym oocytem a kumularnimi buitkami (CC, z angl. cumulus
cell) existuje obousmérnd komunikace, ktera je nezbytnd pro produkci kompetentnich oocytid. CC
vznikaji z granuldzovych bunek (GC, z angl. granulosa cell), které se béhem tvorby folikularniho antru
diferencuji na muralni GC a CC. CC jsou biologicky odlisné (napf. rozdilna exprese genu Slc38a3,
kodujiciho transmembranovy prenase¢ neutralnich aminokyselin) od GC a plni specializované tlohy,
prenaseji signaly uvniti vajecniku a podporuji rist a zrani oocytll v pozdéjsich fazich folikularniho
vyvoje (Eppig et al., 2005). Pochopeni toho, jak CC ovliviiuji vyvoj oocytu a chrani ho pred
systémovymi onemocnénimi, ma zasadni vyznam pro lécbu neplodnosti. Poskozeni téchto bunék v

ramci riznych patogenezi ma navic potencial snizovat Sanci na oplozeni (Kong et al. 2021).

Morfologie COC se nejcastéji klasifikuje dle poctu vrstev kumuldrnich bunék, jejich
kompaktnosti a charakterem ooplasmy. Bovinni COC rozd¢leny dle nasledujicich skupin: 1) COC s vice
nez tfemi kompaktnimi vrstvami CC a homogenni cytoplasmou; 2) COC s maximalné tfemi
kompaktnimi vrstvami CC a homogenni cytoplasmou; 3) COC s vice nez tfemi lehce expandovanymi
vrstvami CC a lehce granulovanou cytoplasmou, ukézaly rozdily v embryondlnim vyvoji. Ackoliv
skupina 3) byla povazovana za mén¢ kvalitni, vykazovala lepsi vysledky nez skupina 2), ale podobné
skupiné 1). Mezi skupinami v§ak nebyly zjistény rozdily mezi poctem buné€k blastocysty. Tyto vysledky
ukazuji, ze morfologicka klasifikace mtize ovlivnit procento vzniklych blastocyst, nikoliv vsak jejich
kvalitu (De Bem et al., 2014). Naopak jind studie dosla k z&véru, Ze se hodnoty mezi jednotlivymi
skupinami neli$i, co se tyce procent bovinnich oocytli dosahujicich stadia blastocysty (Angel-Velez et
al., 2023; Ohlweiler et al., 2013). Bovinni embrya vznikla z oocyti plné obklopené kumulem s nékolika
vrstvami CC dosahly rychleji stadia 4 bun¢k a navic projevily zvy$enou schopnost dosahnout stadia 8
bun¢k. Pokud ale embrya ptekrocila toto stadium, nebyly zjistény Zadné rozdily mezi oocyty s vétsim
pocétem vrstev CC, jednou az dvéma vrstvami CC nebo expanznim kumulem (Emanuelli et al., 2019).
Nicméné ryhovani blastocyst vzniklych ze skupin COC s vice nez péti vrstvami CC bez nebo s mirnou
expanzi bunék bylo vyznamné vyssi nez u skupin, které mély méné nez 5 vrstev CC a Zadny nebo mirné
expanzni kumulus (Bilodeau-Goeseels & Panich, 2002). Proto by bylo idealni se pti vybéru COC
zam¢éfit na ty, které maji 5 nebo vice vrstev CC, kompaktni nebo mirné rozsifeny kumulus a homogenni

cytoplasmu (Bilodeau-Goeseels & Panich, 2002; De Bem et al., 2014).
2.4 Meiotické vieténko

Meiotické vieténko méa zasadni vyznam pro uspotadani a rozdéleni chromozomi béhem
meidzy, a proto je velmi dilezité pro studium kvality oocyti. Vizualizace meiotického vieténka se Casto
provadi pomoci polarizovaného svétla. Metoda polarizacni svételné mikroskopie dokaze zobrazit
meioticka vieténka diky vlastnosti jejich paralelné€ uspofadanych mikrotubultl rozdélit svételny paprsek

na dva, tzv. dvojlom svétla (Tilia et al., 2020; W. H. Wang, 2001). Vysledky této studie ukazuji, Ze u
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oocytl, u kterych bylo detekovano delici vieténko pomoci polarizovaného svétla, je vy$si mira oplozeni

a vyvoje embrya, coz naznacuje moznost predikce kvality oocytd (W. H. Wang, 2001).

Dvojlom meiotickych vietének v zivych lidskych oocytech 1ze zobrazit pomoci technologie LC
PolScope. Tato technologie mikroskopie s polarizovanym svétlem je vybavena zafizenim z tekutych
krystalti pro kontrolu polarizace. V jedné studii byla velikost meiotického vieténka kvantifikovana
pomoci PolScope a byla rozdélena do tii skupin podle plochy prifezu meiotického vieténka (Tomari et
al., 2018). Plocha priifezu meiotického vieténka 90-120 pm? pfedpovidala nejen vy$si miru oplozeni,
ale také vyss§i miru tvorby blastocyst. To potvrdilo, ze existuje uzky vztah mezi velikosti meiotického
vieténka v lidskych oocytech v metafdzi II (MII) a vyvojovym potencidlem embrya po
intracytoplazmatické injekci spermii (ICSI, z angl. intracytoplasmic sperm injection). Studie ukézala,
7e mira tvorby blastocysty byla podobna u oocyt s velikosti meiotického vieténka 90-120 um? a >120
um?. Podil klinickych t&hotenstvi ve vztahu k oocytlim s velikosti meiotického vieténka 90-120 um? byl
viak vy$8i nez u oocyt s velikosti meiotického vieténka >120 pm? (Tomari et al., 2018). Kvantitativni
meéteni velikosti meiotickych vietének by mohlo mit ptfinos v ur¢eni vyvojového potencialu lidskych

embryi.

Jina studie také uvedla, Ze nékteré charakteristiky meiotického vieténka lidskych MII oocytu,
pozorované pomoci PolScope, jsou spojeny s vyssi mirou oplozeni a vyvojem embrya. Byla zkoumana
pritomnost a lokalizace meiotického vieténka vic¢i polarnimu télisku, ktera ziejmé ovliviiuje miru
oplozeni. Ta byla vyznamné vyss$i u in vivo ovulované oocytu s vieténkem v blizkosti prvniho polarniho

téliska a vyznamné nizsi u in vivo i in vitro zralych oocytl bez viditelného vieténka (Fang et al., 2007).

Prokazana byla souvislost mezi morfologii meiotického vfeténka pii vizualizaci pii ICSI s
pouzitim polarizované svételné mikroskopie a vyslednou ploidii blastocysty (Tilia et al., 2020). V této
studii jsou morfologicka kritéria meiotického vieténka rozdélena do péti skupin: 1) soudkovity tvar
s jasn€ viditelnymi hranicemi a rovnomérnym rozlozenim dvojlomu; 2) dysmorfni s nepravidelnym
ohrani¢enim a nerovnomérnym rozlozenim dvojlomu; 3) prasvitné bez patrného tvaru vieténka; 4)
telofazické s viditeln€¢ spojenym prvnim polarnim téliskem s oocytem vldkny vieténka; 5) a bez
pritomnosti dvojlomu v cytoplasmé. Prvni skupina se povazovala za normalni morfologii, dalsi 4
skupiny za abnormalni. U oocytl s normalnim meiotickym vieténkem je vyznamné vyssi
pravdépodobnost, Ze vysledkem bude euploidni blastocysta, nez u oocytii s abnormalnim vieténkem.
Kromé toho po analyze skupin s abnormalni morfologii meiotickych vietének se ukazala i rizna
pravdépodobnost vzniku euploidni blastocysty. Konkrétné pozorovali, Ze oocyty s prisvitnym nebo
neviditelnym vieténkem maji vyrazné nizs§i pravdépodobnost vzniku euploidnich blastocyst nez oocyty
s normalnim nebo dysmorfnim vieténkem. Z oocytl s vieténky v telofazi nevznikala embrya s vysokym
implanta¢nim potencialem; z zadného z nich se nevytvotila euploidni blastocysta. Souhrnné tato zjisténi
naznacuji, Ze je mozné, Ze nékteré z téchto podtiid morfologie pfedstavuji naruSenou integritu vieténka
v dob¢ ICSI v disledku bud’ fyziologického stadia meidzy, nebo bunééné poruchy. Zavérem lze
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konstatovat, Ze hodnoceni morfologie meiotického vieténka pomoci polarizované svételné mikroskopie

muze pomoci pii standardnim vybéru blastocysty.
2.5 Vliv apoptozy

Je znamo, Ze apoptdza neboli programovand bunécna smrt hraje roli pfi ovliviliovani procesu
zrani oocytd. Apoptotické udalosti v granuldznich buiikach zptisobuji naruseni komunikace mezi GC a
oocyty, coz omezuje piisun faktorti indukujicich zrani (hormonti, proteinti a metabolitli), které jsou
nezbytné pro dosazeni meiotické kompetence oocytl (Chaube et al., 2014). GC bez piistupu ke vSem
potfebnym metabolitim postupné podstupuji autofagii a apoptoézu. Byla pozorovana zvysena hladina
proteinu LC3-I1, biomarkeru autofagie, v GC kultivovanych v mediu bez pritomnosti FSH. Stejné tak

byla zvysena hladina proapoptického faktoru kaspazy 3 (J. Y. Choi et al., 2010).

Mezerové spoje umoziuji komunikaci mezi buiitkami a nachazeji se mezi intrafolikularnimi
bunkami, tj. murdlnimi granuléznimi bunkami (MGC, z angl. mural granulosa cell), kumularnimi
granuldznimi bunikami (CGC, z angl. cumulus granulosa cell) a oocyty (Obr. 1). Konexiny jsou nezbytné
pfi tvorbé mezibunéénych membranovych kanali mezerovych spoji. Zejména konexin Cx43 je
exprimovan v granuldznich buiikach a je spojen s bunécnou smrti a pfezivanim a zranim oocytd u

modelovych zvitat (Krysko et al., 2004).

Kumulami Zona pellucida
Muzralni eranulozni buriky
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Obr. 1 Lokalizace bun¢k théky, muralnich granuléznich bun¢k a kumularnich
granuloznich bungk a jejich spojeni s oocytem skrze mezerové spoje (pfevzato a upraveno z

Simon et al., 2006)
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Wang a kolektiv zjistili, Ze Groven exprese Cx43 ma pozitivni korelaci s kvalitou embryi, pokud
jde o morfologii a miru otéhotnéni. Pfedpokladali, ze nizka exprese Cx43 bude znamenat omezenou
dostupnost zékladnich zivin, coz vytvaii metabolicky nedostatek v oocytech, ktery by mél dopad na
oocyty v pozd¢jSich vyvojovych stadiich (H.-X. Wang et al., 2009). Tyto vysledky jsou v rozporu
s vysledky védce Hasegawy a jeho kolegil, podle nichz byla exprese Cx43 niz$i ve skupin€ embryi s
dobrou morfologii (poctem blastomer vétsi nez 7 bunek) ve srovnani s ostatnimi skupinami (Hasegawa
et al., 2007). Tento dikaz je podpoten skutecnosti, Ze nariist LH, ktery ma vyznam pro znovuzahéjeni
meidzy, inhibuje translaci proteinti tvofici mezerové spoje (Kalma et al., 2004). Inhibice exprese
proteint tvorici mezerové spoje pravdépodobné omezuje pienos faktord zastavujiciho meiotické zrani,
cAMP a cGMP, z kumularnich bun¢k do oocyti (Norris et al., 2008). Neni zjevné, jestli ma snizena ¢i
zvysena exprese Cx43 souvislost s pfiznivou kvalitou oocyt. Proto se bez dal§iho vyzkumu Cx43

nemuze pouzivat jako biomarker kvality oocytu.

Kaspazy jsou jedny z dalsich proapoptotickych faktorti exprimovanych v GC, které by se mohly
stat potencialnimi biomarkery. Kaspazy fadime do rodiny protedz s cysteinovym zbytek v aktivnim
misté, které hydrolyticky $tépi peptidovou vazbu za aspartaitem. Zpisobuje inaktivaci slozek pro
fyziologické procesy a morfologické zmény béhem apoptozy. Bylo zjisténo, ze exprese kaspazy-3 a
kaspazy-7 je vyssi zejména u syndromu polycystickych vajecnikii a ma negativni korelaci s kvalitou
embrya (Salehi et al., 2017). Je ziejmé, ze kaspaza-3 je hlavnim faktorem apoptozy diky svému spojeni
s kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA, rozpadem jadra a vyklenutim plazmatické membrany,
zatimco kaspaza-7 pfispiva predevSim k akumulaci reaktivnich forem kysliku (ROS, z angl. reactive
oxygen species) a odpojeni bun¢k od extracelularni matrix (Brentnall et al., 2013). Foxo3 je dal$im
genem, ktery je vysoce exprimovan béhem apoptdzy a pozitivné koreloval s nizkou kvalitou oocytli u

pacientek se syndromem polycystickych vajecnikt (Mikaeili et al., 2016).

Védci objevili, Ze existuje tizky vztah mezi expresi proapoptotickych proteinti véetné¢ BAX (z
angl. Bel-2-associated X protein) a kaspazy 3 v kumularnich buiikach a kvalitou embrya (Salehi et al.,
2017; M. Y. Yang & Rajamahendran, 2002). Vyssi hladiny messengerové RNA (mRNA) pro BAX a
kaspazu 3 byly pozorovany v kumularnich buiikdch ovulovanych oocyti, které daly vzniknout embryim
s nerovhomeérnymi blastomerami, nez v buiitkach oocytli, které vytvorily embrya srovnomérnymi
blastomerami. Tato studie naznacuje, Ze lepsi vyvojovy potencial vykazuji oocyty, jejichz kumularni
bunky maji niz§i miru apopt6zy a nizsi expresi proteintl souvisejicich s apoptdzou (jako BAX a kaspaza
3) (Faramarzi et al., 2019). Vysledky z této studie naznacuji, ze vyskyt apoptézy kumularnich bunék se
vyznamné zvySuje u zen starSich 40 let ve srovnanim s Zenami ve véku do 30 let. Zaroven se mira
oplozeni ve vékové skupiné nad 40 let vyrazné snizuje (Lee et al., 2001). Proto by mohla byt mira
apoptdzy kumularnich bunék vyuzita jako marker kvality oocytt, vysledku IVF a poklesu plodnosti

v souvislosti s vékem (Faramarzi et al., 2019; Lee et al., 2001).
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2.6 Remodelace extracelularni matrix

Integrita extracelularni matrix COC je kli¢ova pro uc¢innou komunikaci mezi oocyty a okolnimi
buitkami béhem zrani. Dynamické zmény hladin gonadotropint a parakrinnich faktort béhem tohoto
procesu stimuluji expresi genti kumularnich bunék zapojenych do expanze kumulu. Exprimované
proteiny se podileji na vzniku mezerovych spoji a produkci protedz, které reguluji remodelaci tkané
béhem vyvoje ovarialnich folikulti. Jednim takovym proteinem je SERPINE2 kumularnich bunék,
inhibitor serinovych protedz, ktery hraje roli pfi degradaci matrixovych proteinit a na ni navazujici
expanzi kumulu. Studie prokazaly vyznamny rozdil v hladinach mRNA SERPINE2 mezi nezralymi a
zralymi lidskymi oocyty, pficemz ve zralych oocytech je jeho hladina nizsi (Li et al., 2015). Podobné
vysledky byly zjistény na my$im modelu, kdy nadmérna exprese SERPINE2 v CC zhorsila expanzi
kumulu, coz vedlo k vyznamnému sniZeni zrani oocytu (Lu et al., 2013). Dal§im zajimavym proteinem
se zabyval Wyse a jeho kolegové, ktefi zaznamenali vySS$i expresi ADAM-metalopeptidazy
s trombospondinovymi motivy typu 1 (ADAMTS-1) v COC zralych oocytii vykazujici kumulérni
expanzi (Wyse et al., 2020).
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3 Molekularni faktory ovliviiujici kvalitu oocyti a ranych embryi

V nasledujicim textu se zaméfime na vybrané molekularni faktory, u kterych byla popsana
souvislost s kvalitou embryi. Tyto faktory mizou ovlivnit naptiklad zrani oocytu, miru oplozeni a tvorbu

blastocyst a dohromady hraji roli ve vyvoji oocytt.
3.1 SlozZeni folikularni tekutiny

V pozdéjsich fazich vyvoje sekundarniho folikulu se mezi granuléznimi bunkami hromadi
folikularni tekutina (FF, z angl. follicular fluid), ktera je produkovana konkrétné MGC, CC a thekalnimi
bunkami. Nachazi se v tésné blizkosti COC a je sloZena ze smési latek, jako jsou steroidni hormony,
metabolity, polysacharidy, proteiny, ROS a antioxidanty (Ambekar et al., 2013). Slozeni FF mize byt
ovlivnéno riznymi faktory jako jsou hormonalni, parakrinni a autokrinni signalni drahy (Moreno et al.,

2015).

Slozeni FF se lisi od slozeni séra a prochazi fyziologickymi zménami béhem folikularniho
vyvoje, coz naznaCuje, ze muze byt dostate¢né pro zasobovani vyvijejicich se oocytu. Byly
zaznamenany zmény ve folikularnich hladinach ROS/antioxidanti, hormont a metabolitd v riznych
fazich folikuldrniho vyvoje (Hennet & Combelles, 2012). ROS jsou nezbytné pro ovulaci u mysi
(Shkolnik et al., 2011), nicméné¢ nadmérné hladiny ROS mohou zplisobit aberace v organizaci
mikrotubulll a uspotadani chromozomil meiotickym vieténkem v metafazi II (MII) mySich oocytt (W.-

J. Choi et al., 2007).

Koncentrace hormontt ve FF miize ovliviiovat diferenciaci oocytli. Vys$si koncentrace
estradiolu, testosteronu a progesteronu byla naméfena ve folikulech, ze kterych byly ziskany oocyty
s vy$8i mirou oplozeni (Carpintero et al., 2014; Lamb et al., 2010). Také bylo prokazano, ze zvySené
hladiny antimiilleriAnského hormonu a progesteronu koreluji se schopnosti oocytu vyvinout se do stadia
blastocysty (nezavisle na mife oplozeni). Blastocysty, které se vyvinuly do 5. dne, pochazely z folikula
s vy$§imi hladinami obou hormonti (O’Brien et al., 2019). Na koncentraci hormonti mtize mit vliv fizena
stimulace vajeénikil. Zeny podstupujici fizenou ovarialni stimulaci béhem IVF mély niz§i folikularni
hladiny antimiillerianského hormonu , testosteronu, androstendionu, estradiolu a LH, ale vyssi hladinu
FSH ve srovnani s Zenami podstupujicimi IVF v pfirozeném cyklu, coz naznacéuje, Ze fizena ovarialni

stimulace vyznamné méni hormonalni prostiedi FF (von Wolff et al., 2014).

3.2 Vnitini faktory ovliviiujici kvalitu oocytu

3.2.1 Vliv mitochondrii na kvalitu oocytii a ranych embryi

Mitochondrie hraji ddlezitou roli v riznych bunéénych funkcich, vCetné produkce energie,
fizeni hladiny reaktivnich forem kysliku a regulace buné¢né smrti. Primarné jsou zodpovédné za tvorbu
adenosintrifosfatu (ATP, zangl. adenosine triphosphate), primarniho zdroje energie pro buriky,

prostfednictvim procesu znamého jako oxidativni fosforylace. Energie produkovana mitochondriemi ma
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zasadni vyznam pro dozravani oocytii (pii sestavovani meiotického vieténka a segregaci chromozomtt),
oplozeni a naslednou embryogenezi (Rodriguez-Varela et al., 2021). Vyzkum naznacil, Ze vyssi hladina
ATP v oocytech a embryich miize souviset s lepSimi reprodukénimi vysledky (Zhao & Li, 2012).
Dysfunkce mitochondrii je téZ spojovdna se snizenou kvalitou oocytil, coz pravdépodobné piispiva k
poklesu plodnosti s pfibyvajicim vékem (Bentov et al., 2011). Zakladni mechanismy tohoto vztahu

nejsou dosud zcela objasnény.

Dysfunkéni mitochondrie maji nizsi schopnost ¢elit produkci ROS, coz vede k oxida¢nimu
stresu. Ten vyvolava poskozeni DNA a iniciuje apoptozu. Studie ukazaly, ze zvySeni ROS bylo spojeno
se snizenou schopnosti oplodnéni, kvalitou embryi a schopnosti implantace oocyti (Borowiecka et al.,
2012; Jana et al., 2010). Intrafolikularni ROS vede k nedostate¢né antioxidacni obranyschopnosti v
pokro¢ilém véku matky a méni funkci mitochondrii CC béhem vyvoje oocytd prosttednictvim tvorby
volnych radikalii nebo snizené produkce ATP (Belli et al., 2019; Simsek-Duran et al., 2013). Vzhledem
k tomu, Ze mitochondrie jsou dalezité pro zasobovani embrya energii, lze kvantifikaci mtDNA pouzit

jako biomarker spravného vyvoje oocytu.
3.2.2 Glukodza-6-fosfatdehydrogenaza

Glukoza-6-fostatdehydrogenaza (G6PDH), soucast pentdzofosfatového cyklu, je syntetizovana
v oocytech béhem oogeneze. Na zaklad¢ schopnosti GOPDH ménit barvivo BCB (z angl. Brilliant cresyl
blue) z modré na bezbarvou bylo barveni BCB pouzito k méfeni aktivity GOPDH. Nezralé mysi, potkani
a hovézi oocyty vykazovaly vysokou uroven aktivity G6PDH, ktera se po dozrani vyrazné
snizila(Calanni-Pileri et al., 2022; Ferrandi et al., 1993). Aktivita GOPDH se snizila také béhem zrani a
oplozeni prasecich oocytd (Manjunatha et al., 2007). V posledni dobé¢ stéle vice studii odhaluje, Ze nizka
aktivita G6PDH ve zralych bovinnich oocytech, jak byla zjisténa pomoci BCB testu, je spojena s
vysokou mirou oplozeni a tvorby blastocyst (Silva et al., 2013). Dilezité je, Ze nebyly pozorovany
Skodlivé uc€inky barveni BCB pted zranim in vitro na vyvoj blastocysty. Proto mtize byt detekce aktivity

G6PDH na zékladé barveni BCB dobrym praktickym prediktorem kvality oocytt.
3.3 Metabolismus steroidi

Na zvifecich modelech bylo prokazano, ze steroidogeneze ptimo ovliviiuje meidzu oocytd a
prispiva ke spontannimu zrani sav€ich oocytu (Jamnongjit & Hammes, 2005). Ackoli jejich presné
regula¢ni mechanismy jsou stale pomérné nejasné, bylo zjisténo, ze steroidy vylu¢ované bunikami théky
a GC v reakci na rastové faktory plsobi jako sekundarni poslové v drahach, které vedou k expanzi
kumul®, a tim i ke zrani oocytl. Mimotadné zajimavé jsou studie, které zkoumaji metabolomiku
kumularnich bun¢k a odhalily mRNA pappalysinu-1 (PAPPA) jako potencialni prediktor stavu zrani
oocytl a do jisté miry i stavu euploidie embryi a vysledkd t€hotenstvi pfi IVF. PAPPA je zodpovédny
za expresi metaloproteinaz, které aktivné §tépi protein IGFBP4 (z angl. insulin-like growth factor

binding protein 4) a zajistuji tak piisun intrafolikularnich peptidd IGF (z angl. insulin-like growth
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factor), které nasledn¢ stimuluji steroidogenezi. Kordus a jeho kolegové zaznamenali vyssi hladiny
exprese PAPPA v kumularnich bunkdach zralych oocytt, které se nakonec vyvinuly v euploidni embrya,
ve srovnani se skupinou nezralych oocyti, které vyustily v embrya s pozastavenym vyvojem. Zavéry
studie rovnéz naznacily souhru mezi expresi PAPPA a dal$imi mRNA souvisejicimi se zranim oocyti,
jako je amfiregulin a LHCGR (receptor pro luteiniza¢ni hormon/choriogonadotropin), coz je nade€je pro

konstrukci idedlniho prediktivniho modelu, ktery by mohl méfit prognézu IVF (Kordus et al., 2019).
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4 Signalni drahy ovliviiujici kvalitu oocytu a embrya

Existuje mnoho faktorti, které¢ ovliviiuji maturaci oocytl a embryi, jejich spravny vyvoj,
fertilizaci a nasledny prib¢eh téhotenstvi. Proces maturace oocytli a embryi je komplexni a zahrnuje tcast
ruznych signdlnich drah. Porozuméni zapojeni téchto drah a jejich funkce by mohlo pfispét k identifikaci
pficin potencialnich chyb a slouzit jako ukazatele kvality oocytli a embryi. Z divodu nestability déliciho
vieténka v lidskych oocytech se tato bakalaiska prace vénuje také delicimu vieténku, jeho vzniku a
nasledné segregaci chromozomii. Pochopeni pii¢in nestability vieténka by mohlo vést k identifikaci

novych terapeutickych cilli a strategii pro zlepSeni reprodukéniho zdravi zen (So et al., 2022).

Oocyty nachazejici se ve vaje¢niku jsou zastaveny v profazi [ v disledku nizké aktivity faktort
podporuyjicich zrani (MPF, z angl. maturation promoting factors), které se skladaji ze dvou proteini
tvotici komplex, a to cyklin-dependentni kinazy 1 (CDK1, z angl. cyclin-dependent kinase) a cyklinu
B1. Fyziologicky je nizka aktivita MPF indukovéana pfitomnosti cyklického adenosinmonofosfatu
(cAMP, zangl. cyclic adenosine monophosphate) produkovaného intrafolikularnimi somatickymi
bunkami nebo samotnymi oocyty (Edry et al., 2006) a cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP, z angl.
cyclic guanosine monophosphate) produkovaného folikularnimi somatickymi bunikami (Norris et al.,
2009). Ob¢ tyto molekuly jsou transportovany do oocytu pfes mezerové spoje, které umoznuji
komunikaci mezi granul6znimi buiikami a oocytem i mezi samotnymi granuléznimi bunikami. LH
potlacuje inhibi¢nich signalni molekuly tim, Ze omezuje expresi proteinu Cx43, ktery je nezbytnym
proteinem pro vystavbu mezerovych spoju (Kalma et al., 2004a). Po sniZeni exprese proteinu Cx43,
ktery méni komunikaci mezi intrafolikularnimi somatickymi buiikami, se snizi hladiny cAMP a cGMP
uvniti oocytl; tim indukuje pokracovani meidzy v profazi I az do zastavy metafaze Il (Norris et al.,

2008).
4.1 UdrzZeni oocytu v diktyotennim stadiu profaze I

Jak jiz bylo zminéno vySe, cAMP a cGMP jsou dvé zasadni molekuly, které reguluji maturaci
oocytl (Vaccari et al., 2009). Zvysena hladina cAMP uvnitf oocytu aktivuje proteinkinazu A (PKA),
ktera udrzuje oocyt v profazi I ovlivnénim nékolika proteind. PKA fosforyluje kinazy WEE1/MYT1,
které svoji inhibi¢ni fosforylaci na Thr14 a Tyrl5 inaktivuji CDK1. Studie s mutantnimi CDK1, které
nebylo mozné inhibovat fosforylaci, zpisobovali v mySich oocytech znovuzahajeni meidzy I. Jelikoz
tyto oocyty byly meioticky nekompetentni, pieruseni zastavy profaze I zptisobovalo jejich pred¢asnou
ztratu. Neustalé potlacovani aktivity CDK1 je tedy nezbytné pro udrzeni oocytu v profazi I (Adhikari et
al., 2016). PKA také fosforylaci pfimo inaktivuje fosfatizu CDC25B, ktera tak nemtze defosforylovat
CDKI1 a tim ji aktivovat. Mimo jiné fosforylace CDC25B zpisobi konformaéni zménu CDC25, ktera
umoziuje vazbu s proteinem 14-3-38, ¢imz je lokalizovana mimo bunééné jadro a MPF komplex (Pirino

et al., 2009).
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Dutlezitou molekulou, ktera zachovava vysokou hladinu cAMP, je cGMP. Ta je produkovana
receptorem s guanylatcyklazovou aktivitou NPR2 (z angl. natriuretic peptide receptor 2) v CGCs, ktery
je aktivovany prekurzorem NPPC (z angl. natriuretic peptide precursor C) produkovany MGCs (M.
Zhang et al., 2010). Vznikly cGMP tedy prochézi z CGCs skrze mezerové spoje do oocytu, zde inhibuje
aktivitu fosfodiesterdzy 3A (PDE3A), ktera tak nehydrolyzuje cAMP. Tato inhibice udrzuje vysokou
koncentraci cAMP, aktivni PKA a zastavu oocytu v profdzi I (Norris et al., 2009). Tento model je
podpofen studii, ktera zkoumala NPR2 mutantni mySi. Ukdzalo se, ze NPR2 mutantni my$i jsou
neplodné v diisledku predcasné obnovy meidzy zptisobené nedostatecnou produkci cGMP v CGC, coz

vede k fragmentaci oocytl a Spatnému vyvoji embryi (Geister et al., 2013).
4.2 Znovuzahajeni meiozy I

Klicovym krokem pfi znovuzahajeni meidzy je narQst luteinizacniho hormonu v ovarialnim
folikulu. LH se vaze na receptor luteiniza¢niho hormonu, ktery je pfitomny na thekalnich bunkach a
vnéjsich MGCs folikulu (Baena et al., 2020). Aktivovany receptor luteiniza¢niho hormonu snizuje
hladinu cGMP prostfednictvim defosforylace a inaktivace NPR2 a uzavienim mezerovych spoja.
Rychla defosforylace NPR2 je také doprovazena rychlou fosforylaci cGMP fosfodiesterazy PDES, coz
pravdépodobné zvysuje jeji hydrolytickou aktivitu (Egbert et al., 2014; Shuhaibar et al., 2016). Redukce
cGMP ve folikulu zptsobuje jeho difuzi z oocytu, tim se zmirni inhibice PDE3A v oocytu a snizi hladina
cAMP (Norris et al., 2009). Signalizace LH navic zvySuje aktivitu EGF receptoru (EGFR, z angl.
epidermal growth factor receptor), ktery dosud nezndmym zptsobem pfispiva k poklesu cGMP, a je
nezbytnd pro rychlé obnoveni meidézy vreakci na LH (Norris et al., 2010). Peptidy podobné
epidermalnimu rastovému faktoru (EGF, z angl. epidermal growth factors), jako jsou amfiregulin a
epiregulin, potlacuji Nppc mRNA hladiny ve folikulech (Liu et al., 2014). Dale LH zprostfedkovana
signalizace receptoru EGFR zvySuje intracelularni koncentraci vapniku v CGC a sniZuje interakci
NPPC/NPR2, coz vede ke snizeni aktivity NPR2 a produkce cGMP (Hao et al., 2016). V oocytu snizena
hladina cAMP aktivuje MPF, ktery nasledné¢ fosforyluje nékteré proteiny, iniciuje rozpad zarode¢ného
vacku (GVBD, z angl. germinal vesicle breakdown) a segregaci chromozomi. Konkrétn¢ aktivni MPF
fosforyluje kontrolni bod sestaveni déliciho vieténka (SAC, z angl. spindle assembly checkpoint),
anafazi podporujici komplex/cyklozom (APC/C, z angl. anaphase-promoting complex/cyclosome) a
dalsi proteiny, které ptispivaji k maturaci oocytu, tedy GVBD, chromozomalni kondenzaci a segregaci

chromozomd (He et al., 2021).

Dals§im konzervovanym regulatorem bunécného cyklu, ktery podporuje obnoveni meiotického
cyklu, je kindza PLK1 (z angl. polo-like kinase). Aktivni PLK1 je detekovéana v centrech organizujici
mikrotubuly (MTOC, z angl. microtubule organizing center) béhem zrani oocyt (Solc et al., 2015).
Zatimco mys$i oocyty s nedostatkem PLK1 nevykazuji zadné defekty v nacasovani GVBD, Plkl cKO
(podminéné vyfazeni genu, z angl. conditional knockout) oocyty nejsou schopné vydélit prvni polarni
télisko. Tyto oocyty vykazuji abnormélni kompaktnost chromozomd, nevytvareji normalni bipolarni
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vieténka metafaze I a vykazuji defekty pii tvorbé MTOC (Little & Jordan, 2020). PLK1 je tedy nezbytny
spiSe pro dokonceni zrani oocytil nez pro jeho zahéjeni. Bylo také prokazéano, ze PLK1 aktivuje APC/C

degradaci inhibitoru EMI1, a tim reguluje vstup do anafaze I (Solc et al., 2015).
4.3 Segregace chromozomiu

Pohlavné se rozmnozujici organismy produkuji gamety s poloviénim poctem somatickych
chromozomd, aby se zachovala velikost genomu v kazdé generaci. Toho je dosazeno v meidze procesem
tzv. chromozomové segregace. Aby tato segregace probé¢hla spravné, musi se homologni chromozomy
nejprve sparovat a poté fyzicky spojit tak, aby se spolen¢ orientovaly na meiotickém vieténku. Meidza
u zen je obzvlast¢ nachylna k chybam, které ovliviiuji lidské zdravi: odhaduje se, ze ptiblizné 20 %
lidskych oocytli je chromozomalné abnormalnich (Kuliev et al., 2011) a naprosta vétSina téchto vad
vznika v dusledku problémi s oocyty (Rana et al., 2023). U lidskych oocytti se Casto objevuji délici
vieténka s nestabilnimi poly, coz zvySuje pravdépodobnost chyb v segregaci chromozomi (Holubcova
et al., 2015). Aneuploidni oocyty se také mohou vyskytnout pii naruseni regulace meidzy Aurora
kin4dzami, které reguluji segregaci chromozomti. Byly identifikovany genetické varianty u téchto kinaz,
které mely vliv na aneuploidii oocytli u pacientek v riznych vékovych kategoriich. Mutantni AURKB
p-L39P (zaména leucinu za prolin na pozici 39) vyskytujici se u star$i pacientky (> 35 let), u které byla
mira aneuploidnich embryi niz$i nez 50 %, zvySovala pravdépodobnost spravného zarovnani
chromozomi v ekvatorialni roving. Zjistilo se, Ze mnohem méné mysich oocytti exprimujici lidskou
AURKB p.L39P mélo chybné zarovnané chromozomy v ekvatorialni rovin€, nez oocyty exprimujici
lidskou AURKB bez mutace. Dalsi variantou je AURKC p.I79V (zaména isoleucinu za valin na pozici
79), vyskytujici se u mladsi pacientky (< 35 let), jejiz mutace vykazovala normalni lokalizaci i

kinazovou aktivitu AURKC. Tato varianta neméla na meidzu skodlivy vliv. (Nguyen et al., 2017).
4.4 Signalni drahy regulujici vystavbu déliciho vieténka

Spravné sestavené delici vieténko zajistuje presnou segregaci chromozomtu, aby se zabranilo
aneuploidii embrya. Spradvna tvorba vieténka zahrnuje nukleaci mikrotubulti vieténka, bipolarni
uspofadani vieténka a sefazeni chromozomtl do ekvatoridlni roviny, coZ umoziuje jejich pfesnou
segregaci. Podobné jako mitotické vieténko je i meiotické vieténko bipolarni; vieténka se vsak 1isi v
procesu organizace mikrotubull. V somatickych butikach je bipolarita vieténka urcena piitomnosti dvou
centrozomdi. Segregace chromozomil v sav€ich oocytech je fizena délicim vieténkem bez centrozomd.
Sestaveni bipolarniho mikrotubularniho vieténka je zavislé na acentriolarnich organizacnich centrech
mikrotubulti (aMTOC, z angl. acentriolar microtubule organizing center) (Obr. 2). Ukazalo se, Ze u
lidskych oocytl je pro nukleaci mikrotubulii nezbytny gradient RanGTP lokalizovany v blizkosti
chromozomi (Holubcova et al. 2015). Béhem samici meidzy u vétSiny zivocisSnych druhll segregaci

vvvvvv

meioticka vieténka oocytl postradaji centrozomy obsahujici centrioly u Drosophily, Caenorhabditis
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elegans, Xenopa, hlodavci a ¢lovéka (Bennabi et al., 2016). Naproti tomu sam¢i gamety si obvykle
centrozomy zachovavaji, coz umoziuje obnoveni spravného poctu centrozomti po oplozeni. Meioticka
vieténka oocytll jsou tedy sestavovdna zpusobem nezavislym na centrozomech. Molekuldrni detaily
procesu eliminace centrozomu jsou stale nejasné. Zacinaji byt vSak objasiiovany mechanismy, které
reguluji vystavbu acentrozomadlnich vietének v oocytech a segregaci homolognich chromozomil (béhem

meidzy 1) a sesterskych chromatid (béhem meiodzy 1) na téchto vieténkach.

Predcasnou segregaci chromozomt blokuji proteiny kontrolniho bodu sestaveni vieténka (SAC,
z angl. spindle assembly checkpoint). Mechanismus kontrolniho bodu sestaveni vieténka byl povazovan
za specificky pro mitézu; pozdéji vSak byla potvrzena jeho funkce pfi prevenci nastupu anafaze béhem
meidzy. V mysich oocytech byla potvrzena piitomnost n€kolika proteinit SAC (MAD1, MAD2, BUBI,
BUBRI1, BUB3 a MPS1) (Hached et al., 2011; Homer et al., 2005; Touati et al., 2015). Udrzovani
presnosti zarovnani chromozomil v ekvatorialni roviné béhem meiotickych déleni hraje tedy vyznamnou

roli v prevenci aneuploidie (Baker et al., 2004).

Mitéza Meiéza
Chromozomy N - @ _____
. — .
’ Centrioly : | gy
SR T T .
/ _ on 7, |
| - YA \ 2 | +? "4
+\ { =t L B -
Centrozom ® vV ¥ Mikrotubuly o) :___L_r
déliciho vieténka ™ Bivilenty

Obr. 2 Rozdil mezi mitotickym dé€licim vieténkem, které obsahuje centrozomy, a meiotickym

vieténkem bez centrozomu (pfevzato a upraveno z Charalambous et al., 2023)
4.4.1 RanGTP draha

Prvni molekularni aktivitou, ktera se podili na tvorbé mikrotubulii kolem meiotického
chromatinu, je GTPaza Ran (z angl. Ras-related nuclear protein), jejiz aktivni stav vazany na GTP (z
angl. guanosine triphosphate) je indukovan proteinem RCC1 (z angl. regulator of chromosome
condensation 1) lokalizovanym v blizkosti chromatinu. RCC1 je faktor pro vyménu nukleotidu guaninu.
Vysoka koncentrace RanGTP v jadfe reguluje smér transportu. Pfima pozorovani pomoci biosenzoru
zalozeného na metodé fluorescen¢niho rezonanéniho pienosu energie (FRET, z angl. fluorescence
resonance energy transfer) v mySich oocytech prokazala ptitomnost podobné kompartmentalizace
RanGTP, ktera tvoii gradient aktivniho Ran s centrem na chromozomech po rozpadu jaderného obalu

(NEBD, z angl. nuclear envelope breakdown)(Dumont et al., 2007). Gradient RanGTP obklopujici
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chromozomy aktivuje lokalni faktory sestaveni vieténka (SAF, zangl. spindle assambly factors)
zodpovédné za polymerizaci mikrotubulii (Clarke & Zhang, 2008). Zablokovani jeho funkce ma za
nasledek nestabilitu vieténka a nespravné spojeni kinetochoru s mikrotubuly, po kterém nasleduji
defekty segregace chromozomi (Holubcova et al., 2015). Kinetochor je specializovany komplex
proteintl v oblasti centromer, ktery ma za tikol vazat mikrotubuly déliciho vieténka s chromozomy. SAF,
mezi které patii TPX2 a NuMa (z angl. nuclear mitotic apparatus), se podileji na nukleaci mikrotubult,
jejich interakei a stabilizaci. Aktivita SAF je regulovana vazbou importinti na jejich jaderné lokalizac¢ni
sekvence. Predpoklada se, ze vysoka koncentrace RanGTP v okoli chromatinu zptsobuje lokalni
uvolnéni SAF z importind a aktivaci SAF k nukleaci mikrotubuli a fizeni jejich organizace (Obr. 30br.

2) (Brunet et al., 2008).

44.2 CPCdraha

CPC draha

INCENP

Survivin AuroraB

IrRanGDI;:

Obr. 3 Signalni drahy regulujici vystavbu déliciho vieténka. RanGTP draha a CPC draha se
podileji na sestaveni meiotického vieténka s absenci centriol. Tyto drahy nezavislé ne centrozomech

tvoii priznivé prostiedi pro sestaveni mikrotubuli (pfevzato a upraveno z Bennabi et al., 2016)

Druhou alternativni drahou, ktera zajiSt'uje acentrozomalni sestaveni vieténka, je draha zavisla
na CPC (z angl. chromosomal passenger complex). Sklada se z Aurora kinazy B (u obratlovct existuje
specifickd Aurora kindza C, ktera nahrazuje Aurora kinazu B), vnitiniho centromerového proteinu
(INCENP), proteinii Survivin a Borealin, které se zaméfuji na chromatin. Béhem mitozy, brzy po

rozpadu jaderného obalu, je CPC lokalizovan na chromatinu; nasledné je jeho lokalizace omezena na
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okoli vnitfni centromery chromozomi az do zacatku anafaze, kdy se koncentruje na mikrotubuly
vieténka . Zatimco CPC se u vétSiny druhdl béhem metafdze meidzy lokalizuje také v centromerickych
oblastech chromozomt, byla popséna druhové specifické lokalizace. V mysich oocytech ziistdva Aurora
B/C lokalizovdna na ramenech chromozomt a centromerach az do zacatku anafdze. Jeji inhibice vede
k signifikantnimu naruseni tvorby vieténka (K.-T. Yang et al., 2010). Také bylo pozorovéno, ze
vysledkem deplece INCENP v mySich oocytech je chybné uspotfddani chromozomt, coz naznacuje

dilezitost CPC pfi chromozomové segregaci (Sharif et al., 2010).
4.4.3 Sestaveni déliciho vireténka

Mechanismus, kterym aMTOC zprostiedkovavaji sestaveni vieténka, je nejlépe zndm u mysi.
Jejich oocyty sestavuji bipolarni vieténko fragmentaci né€kolika acentriolarnich MTOC na vysoky pocet
malych aMTOC, aby je pak mohly pieskupit do dvou polal vieténka. Ugast aMTOCSs na sestavovani
meiotického vieténka byla nazna¢ena v prvnich imunofluorescencnich studiich mysich oocytti (Van
Blerkom, 1991) a pozdégji byla potvrzena mikroskopii zivych bunék (Schuh & Ellenberg, 2007). Po
znovuzahajeni meidzy za¢nou ¢etné aMTOCs vytvaret jadra mikrotubulti v celé cytoplazmé a na
jaderném obalu. Poté se sbihaji k jadru oocytu, kde aktivuji nukleaci mikrotubulti, které polymeruji
podobnou rychlosti jako mitotické mikrotubuly. Na jaderném obalu jsou aMTOC vystaveny rozsahlym
silam zapricinujici jejich roztahovani a ur¢itému stupni fragmentace pisobenim mikrotubulti a dyneinu,
ktery je smérovan na minus konec. Depolymerizace mikrotubuldl, zablokovani aktivity dyneinu nebo
odpojeni dyneinu od jaderného obalu odstranénim jeho adaptéru BicD2 zabranuje protahovani aMTOC.
Po NEBD se aMTOC déle fragmentuji a redistribuuji na mnoho mensich aMTOC, tentokrat fizenych
mikrotubuldrnimi motory KIF11 (z angl. kinesin family member 11) (Clift & Schuh, 2015). Kratce po
NEBD se v zavislosti na Ran prudce zvysi nukleacni aktivita fragmentovanych aMTOC, ¢imz vznikne
mikrotubuldrni klubko, na které se kruhové distribuuji chromozomy. Pomoci antiparalelniho KIF11 jsou
pak aMTOC vypuzeny na povrch mikrotubularniho klubka. Postupné shlukovéni vice pold aMTOC do
dvou dominantnich pélt pak pfemeéni tento multipolarni meziprodukt na bipolarni strukturu. Na tfidéni
aMTOC do polu vieténka se podili protein HURP (z angl. hepatoma upregulated protein) asociovany s
mikrotubuly, ktery stabilizuje mikrotubuly v blizkosti chromozom?. Jeho deplece v mySich oocytech
vieténka (Breuer et al., 2010). Podobn¢ jako v mitoze stabilizuje NuMa acentriolarni poly vieténka
ukotvenim minusovych konct mikrotubuld v mySich oocytech (Kolano et al., 2012). Defekty
v sestaveni vieténka (asymetrické a monopolarni vieténko), které jsou nasledkem nedostateéné
fragmentace MTOC, vedou k opozdéné tvorbé bipolarniho vieténka a zarovnani chromozomui do

ekvatoridlni roviny, coz muze vést k aneuploidii oocytid (Clift & Schuh, 2015).

Bylo zpozorovano, ze biorientace chromozomi se objevila v prubéhu elongace vieténka, tedy
az po jeji iniciaci. To poukazuje na vliv aMTOCs, ktera prostfednictvim postupnych kroku

sebeorganizace a nasledného prodluzovani vieténka urcuje biorientaci chromozomi. Nakonec vznika
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stabilni soudkovité acentrozomalni metafdzové vieténko s oscilujicimi chromozomy a astralnimi
mikrotubuly, které prekvapiveé vykazuje klicové vlastnosti centrozomdlniho vieténka (Schuh, Ellenberg

2007).

Pficinou nestability lidskych vietének je pravdépodobné nedostatek molekularniho motoru
KIFCI1 (z angl. kinesin superfamily protein C1), ktery stabilizuje poly vieténka v jinych savcich
oocytech a v nadorovych buiikach. Dale také zabranuje fragmentaci vieténka. Podél paralelnich
mikrotubull vytvaii pticné vazby na podlech. Pokud vieténko postradd aMTOC, KIFC1 zajistuje
seskupeni mikrotubuldrnich minus koncti do dvou polid vieténka. Pokud se do lidskych oocytil
postradajicich KIFC1 dodé4 definované mnozstvi tohoto proteinu, mize byt riziko aneuploidie snizeno

(So et al., 2022).
4.4.4 Role Aurora kinaz

Aurora kinazy (AURK) tvoii evoluéné konzervovanou rodinu serin/treoninovych kinaz, které
se podileji na mitéze a meidze. Savéi genom koduje tii izoformy Aurora kindza A, B a C (AURKA,
AURKB a AURKC). Zatimco vétSina mitotickych bun¢k exprimuje prvni dvé izoformy AURK, sav¢i
zarodecné bunky exprimuji také téeti zminénou izoformu. Ackoli je o funkcich téchto kinaz v mitdze
znamo mnoho, méng se vi o tom, jak tyto tfi izoformy funguji pii koordinaci meidzy. Tyto kinazy funguji
jako molekularni spinaCe a reguluji fadu procest pii déleni bunék mitdézou, mimo jiné organizaci
vieténka, uspofaddani chromozomi, kontrolni bod sestaveni vieténka a cytokinezi. AURKA je
exprimovana v mitotickych a meiotickych bunkach a lokalizuje se na poélech vieténka, kde reguluje jeho
mechaniku. AURKB je rovnéz exprimovana v mitéze a meidze s dynamickou lokalizaci proteinu:
nejprve se lokalizuje na centromerach chromozomii v metafazi, kde reguluje jejich usporadani a
pfipojeni kinetochoru k mikrotubullim (Shuda et al., 2009), a poté v anafazi se lokalizuje do stiedu
vieténka, kde pomaha pfi cytokinezi. Exprese AURKC je primérné omezena na zarode¢né buniky a ma
vétsi sekvencni podobnost s AURKB nez s AURKA. U oocytii je AURKC lokalizovand na aMTOCs i
na chromozomech v metafazi (Schindler et al., 2012) a v centru vieténka v anafazi. V mysich oocytech

zastupuje AURKC funkci CPC (Balboula & Schindler, 2014).

AURKA se v pribéhu meidzy nachazi na aMTOC a je nutnd pro zapojeni y-tubulinu, klicové
soucasti MTOC. Inaktivace AURKA v mySich oocytech vede ke ztraté lokalizace y-tubulinu a
pericentrinu, coz vede k rozpadu MTOC (Swain et al., 2008). Pii depleci nebo inhibici AURKA
v mySich oocytech nebude meiéza dokonéena, coz je fenotyp podobny Plkl cKO u mysi (Little &
Jordan, 2020). Aurka KO (knock-out; delece Aurka) v mysSich oocytech narusuje tvorbu prvniho
meiotického vfeténka, coz vede k zastaveni vyvoje v meidze I a pravdépodobné muze piispivat k
neplodnosti zen (Blengini et al., 2021). AURKA je tedy kli¢ova pro plodnost mysich samic a meiotické

zrani oocytd.
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AURKC lokalizovand v aMTOC behem meidzy I je nezbytna pro shlukovani aMTOC. Tato
lokalizace je specificka a lze ji pozorovat i v piipad¢, Ze jsou mikrotubuly depolymerizovany nebo jsou
syntetizovany nové aMTOC. Aktivita Haspin kinazy je nezbytna pro lokalizaci AURKC v aMTOC.
Ukazalo se, ze s inhibici Haspin se snizi AURKC lokalizovanych na chromozomech i na aMTOC, které
se neshlukuji. Kromé toho se exogenni Haspin (znaceny zelenym fluorescenénim proteinem) také
lokalizuje na pdlech vieténka, coz naznacuje, ze Haspin reguluje lokalizaci AURKC na MTOC b&hem
meidzy I. ZvySeni exprese AURKC (ale ne AURKB nebo AURKA) c¢aste¢né zachranilo defekt
shlukovani aMTOC, coz naznacuje vyznam AURKC v meidze [ (Balboula et al., 2016).

4.5 Kontrolni bod sestaveni vireténka

Dalsi z mechanismt, které bunky vyvinuly pro zabranéni nespravné segregaci chromozomd, je
mechanismus nazyvany kontrolni bod sestaveni vieténka (SAC). Proteiny SAC dokazi detekovat
nepiipojené mikrotubuly ke kinetochorim nebo ztratu jejich napéti a pozastavit bunéény cyklus
v metafazi, dokud nejsou vSechny kinetochory piipojeny k mikrotubulim vieténka a chromozomy se
nezarovnaji do ekvatorialni roviny (Sun & Kim, 2012). Poté je SAC inhibovan a aktivovan APC/C, coz

umoznuje pokracovat v bunécném déleni, zahdjit segregaci chromozomt a anafazi.

Efektorem SAC je komplex mitotického kontrolniho bodu (MCC, z angl. mitotic checkpoint
complex), ktery zahrnuje MAD2, BUB3, BUBR1 a APC aktivator CDC20. SAC je nejdfive aktivovan
kindzou MPS1, ktera indukuje spojeni komponenti MCC. MAD2, ktery se vaze s MAD1 na kinetochoru
chromozomu, monitoruje spojeni mezi mikrotubuly a kinetochorem. Konformac¢ni zmény MAD?2
vyvolané interakci s MAD1 podporuji tvorbu MCC, ktery pfimo inhibuje APC/C a progresi
meiotického zrani. (Hara et al., 2015). APC/C je E3 ubikvitin ligdza, velky proteinovy komplex slozen
z 11-13 podjednotek. Katalyzuje ptidani nékolika ubikvitinti na nékolik cilovych proteint, jako je cyklin
B1 a securin, aby doslo k jejich rozpoznani a degradaci proteazomem. Po spravném ptipojeni kinetochor
k meiotickému vieténku se MCC oddéli od APC/C (Eytan et al., 2014). Aktivace APC/C®? vede k
polyubikvitilaci a degradaci cyklinu Bl a securinu, inhibitoru protedzy separazy. Degradace téchto
substratti aktivuje separazu, ktera odstranuje kohezin z homolognich chromozomu (v meidze I) nebo

sesterskych chromatid (v meiodze II), coz umoznuje oddéleni chromozomu (Kudo et al., 2006).

Nedavna studie mysich oocytt potvrdila souvislost proteinu KNL1 (z angl. kinetochore scaffold
1), ktery je soucasti vnéjsiho kinetochoru, se SAC mechanismem. U Kn/l KO oocytl nebyl zjistén signal
proteini BUB3, BUBR1 ani MADI. Tyto oocyty urychlily meioticky vyvoj a pred¢asné zahajily anafazi
I. Dale Knll KO oocyty vykazovaly vyssi procento chybné uspofadanych chromozomu, ziejmé
v disledku nespravného ptipojeni kinetochord k mikrotubuliim. Vyskyt aneuploidnich oocyti v MII byl
tiikrat vétsi nez u kontrolnich oocytli. Tato pozorovani naznacuji, ze KNL1 udrzuje aktivitu SAC
proteinti, které zajiStuji vcasny vstup do anafize, pfesnou segregaci chromozoml a produkci

euploidnich oocytti (Yue et al., 2022).
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Z.avér

Kvalita oocytli a embryi je klicovym faktorem pro uspésnou fertilizaci a vyvoj plodu v ramci in
vitro fertilizace. Oocyt, ktery ma specifické vlastnosti a kvalitu, je nezbytny pro spravny pribéh
téhotenstvi a vyvoj zdravého embrya. Problematika neplodnosti je v souasné dobé€ vyznamnym
problémem pro mnoho parG po celém svété, a proto metody asistované reprodukce, jako je IVF,
predstavuji jednu z moznosti 1€cby. Pfi této 1éCebné metodé dochédzi k umélému oplodnéni oocytl a

transferu vyslednych embryi do délohy.

Hodnoceni kvality oocytli je zalozeno na rtiznych morfologickych kritériich, jako je stav
polarniho téliska, zona pellucida a COC. Morfologické hodnoceni je vSak Casto subjektivni a mezi
pracovisti se muze lisit. Naptiklad polarni télisko s neporuSenou strukturou dosahuje lepSich vysledka
fertilizace a vyvoje embrya, zatimco fragmentace polarniho téliska mtze signalizovat horsi kvalitu
oocytll. Zona pellucida a COC také poskytuji dialezité informace o kvalité¢ oocytli a vyvojovém
potencialu embrya. Dal$im dilezitym faktorem hodnoceni oocytil je morfologie meiotického vieténka.
Jeho vizualizace pomoci polarizovaného svétla miize poskytnout informace o vyvojové kompetenci

oocytl a predpoveédét uspésnost fertilizace a vyvoje embrya.

Segregace chromozomil je klicovym procesem v meidze, ktery zajistuje spravné rozdéleni
genetického materidlu do gamet. Spravné sestaveni déliciho vieténka je nezbytné pro segregaci a
zahrnuje nékolik molekularnich drah, véetné RanGTP drahy a CPC drahy. Acentrozomalni oocyty, které
postradaji centrioly, sestavuji vieténka pomoci aMTOC, ktera nahrazuji funkci centrozomti. Proces
sestavovani vieténka je dukladné regulovan a zahrnuje aktivaci a fragmentaci aMTOC. Kontrolni bod
sestaveni vieténka zajist'uje optimalni spojeni mikrotubultl déliciho vieténka s kinetochory, proto je také

klicové pro spravnou segregaci chromozomd a prevenci chromozomalnich vad.

V budoucnosti by mély byt provadény dalsi studie a vyzkumy, které se zaméfi na objektivizaci
hodnoceni kvality oocytli a embryi, stejn€ jako na studium vystavby meiotického vieténka a segregace
chromozomi v oocytech. Cilem je vytvofit standardizovana kritéria a metody hodnoceni, které budou
poskytovat spolehlivé informace pro 1écbu neplodnosti pomoci IVF a zlepSeni reprodukénich vysledkt.
Duikladné pochopeni molekularnich mechanismt a regulace téchto procesti mize vést k vyvoji novych
terapeutickych strategii a prevenci genetickych vad u lidi, coz pfispéje k lepSimu porozuméni

reprodukcni biologie a genetickych onemocnéni.
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