UNIVERZITA KARLOVA
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie

Studijni program: Molekularni biologie a biochemie organismil

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

Lucie HuSkova

Vyuziti antioxidanta pro zlepSeni kvality sav€ich oocyti
Utilization of antioxidants to enhance the quality of mammalian oocytes

Bakalatska prace

Vedouci prace: Ing. Lucie Némcova, Ph.D.

Praha 2025



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem zavereCnou praci zpracoval/a samostatné a Ze jsem uvedl/a vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloZzena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu. Pfi psani byla pouZita Al k pfekladu nékterych slov.

V Praze dne 29. 04. 2025 Lucie Huskova



Podékovani:

Chtéla bych moc podékovat mé Skolitelce pani Ing. Lucii Némcové, Ph.D. za jeji pomoc, ochotu a

trpélivost pfi praci se mnou. Také bych chtéla podékovat svym kamaraddm za jejich moralni

podporu.



ABSTRAKT

V oocytech béhem maturace vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS), ty za
fyziologickych podminek zastavaji signaliza¢ni funkci, ale pokud se nahromadi, zhorSuji jejich
kvalitu a Sanci na fertilizaci. Zptisobuji jedno i dvou fetézcové zlomy v DNA a chybné parovani
bazi pti replikaci, také peroxiduji lipidy biomembran a tim mohou zpiisobit apoptézu. Vznik
ROS v oocytu ovlivituje kromé piirozenych metabolickych procest nékolik faktord, jako je
svétlo v laboratofi, koncentrace kysliku a pH kultivatniho média. ROS jsou odstrafiovany
antioxidanty, které se chovaji jako donor elektronu, redukuji ROS a zamezuji tak vzniku
oxidativniho stresu (OS). Antioxidanty (AOX) se dé€li na enzymatické (naptiklad superoxid
dismutdza, kataldza a glutathion peroxidaza), které jsou vytvateny v lidském téle a
neenzymatické (napiiklad vitamin C a E, glutathion, polyfenoly), které¢ jsou ziskdvany z
potravy, ptedev§sim zeleniny a ovoce. Oocyt je v lidském téle soucasti oocyt-kumularniho
komplexu (COC), ten produkuje antioxidanty, které jsou oocytem vyuZivané. In vitro maturace
oocyti (IVM) je laboratorni technika pouzivana pii asistované reprodukci. V IVM podminkéch
dochazi k tvorbé velkého mnozstvi ROS a dochazi tak snadno k OS, dodavanim antioxidantt

do média maturujicich oocytli je mozné zlepsit jejich kvalitu a Sanci na fertilizaci.
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ABSTRACT

During oocyte maturation, reactive oxygen species (ROS) are produced. Under
physiological conditions, ROS have a signaling function, but when they accumulate, they
deteriorate oocyte quality and reduce the chances of fertilization. ROS can cause both single-
and double-strand breaks in DNA, incorrect base pairing during replication, and lipid
peroxidation, which can lead to apoptosis. In addition to natural metabolic processes, the
generation of ROS in the oocyte is influenced by several other factors, such as light in the
laboratory, oxygen concentration and pH of the culture médium. ROS are removed by
antioxidants (AOX), which act as electron donors, they reduce ROS and thus prevent oxidative
stress (OS). AOX are divided into enzymatic (such as superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase), which are produced in the human body, and non-enzymatic (such as
vitamins C and E, glutathione and polyphenols), which are obtained from food, primarily from
vegetables and fruits. The oocyte in the human body is a part of the oocyte-cumulus complex
(COC), which produces AOX utilized by the oocyte. In vitro maturation of oocytes (IVM) is a
laboratory technique used in assisted reproduction. Under IVM conditions a large amount of
ROS is produced, leading to OS. By adding AOX to the culture of maturing oocytes, it is

possible to improve their quality and chances of fertilization.
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1 Uvod

Reaktivni formy kysliku jsou molekuly s vysokou reaktivitou, které vznikaji v buiice
piredevsim béhem metabolickych procest, jejich vznik indukuje 1 spoustu dalSich faktori, jako
je koufeni, stravovani, vék a zivotni styl. Pokud nejsou ROS pod kontrolou AOX systému,
dochazi k jejich hromadéni a vzniku OS. OS se povazuje za jednu z pficin starnuti organismu.
Mnozstvi OS je také jednim z faktorti snizujici kvalitu oocytli a tim 1 jejich Sanci na oplozeni.
IVM je metoda, kterd v posledni dob¢ zaziva rozvoj, oproti standardni in vitro fertilizaci (IVF)
je ale zatim mén¢ ucinnd, a proto nebyla dosud tak Casto vyuzivana u Zen podstupujicich
asistovanou reprodukci (ART). Uginnost IVM muize byt, ale podstatné zvysena upravenim
protokolu IVM (napiiklad ptidani pre-maturacniho kroku pied samotnou maturaci) a
upravenim sloZzeni média, ve které jsou oocyty maturovany. Jednim z moznych ptidavkd do
média jsou antioxidanty, diky jejich schopnosti redukovat ROS a predchazet nebo
minimalizovat oxidativni poSkozeni a udrzovat tak spravnou funkci mitochondrii. Mnoho AOX
jiz bylo vyzkouSeno na rtiznych zvifecich modelech, a i na ¢lovéku, ve spravné koncentraci je
spousta z nich schopna vylepsit kvalitu oocytt.

Cilem bakalaiské prace je shrnout poznatky o vlivu oxida¢niho stresu na
vyvojovy potencial samici pohlavni buiiky a vyuziti latek s antioxida¢nimi U¢inky pfi in vitro

maturacich oocytl

2 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou molekuly obsahujici kyslik, které maji ve své valencni
vrstvé alesponi jeden nesparovany elektron a diky tomu jsou vysoce reaktivni a nestabilni, s
vyjimkou H20: ktery je stabilni. Mezi hlavni ROS se fadi OHe, H203, a superoxidovy anion
O?, déle taky peroxylové radikaly ROOe, peroxynitrit ONOO™ a singletovy kyslik. O2” vznika
pfi reakci elektronu s molekuldrnim kyslikem a sam neni oproti ostatnim ROS moc reaktivni,
dismutaci O>™ ale dochézi k tvorbé H>O; (shrnuto Droge, 2002), ten sam o sob& neni nestabilni,
ale pokud neni odstranén, vede k tvorbé velice reaktivniho OHe. Hlavnim zptsobem vzniku
OHe v buice je Fentonova reakce (Mello Filho et al., 1984), kde peroxid vodiku reaguje s
celuldrnim Fe!™:

Fe'"" + HyO; — OHe + OH™ + Fe'™

ROS jsou v lidském téle udrZzovany pod kontrolou antioxidanty, které zamezuji jejich

nahromadéni a vzniku OS.



2.1 Vznik ROS v oocytu

Vzniku ROS v buiice nelze zabranit, vznikaji totiz skrz ptirozené metabolické procesy
a jejich pfitomnost je v ur€ité koncentraci i potfebnd. Za nejvétsi produkei ROS v buiice jsou
mitochondrie. Uvadi se, ze konkrétné Komplex I (KI) a III (KIII) elektron transportniho fetézce
jsou zodpoveédné za vznik vétSiny ROS produkovanych buiikou, komplex II se na jejich
produkci také podili, ale v niz§im mnozstvi. Elektron transportni fetézec se sklada ze 4
komplexti umisténych v membrané matrix, dochdzi v ném k transportu elektronu z komplexu I
a Il do komplexu III a z n¢j do 1V, kde je jeho findlnim akceptorem kyslik. Pohyb elektronu v
komplexech vede k pumpovani protonii komplexy I, III a IV z matrix mitochondrie do
mezimembranového prostoru. Timto zpGsobem je udrzovand nizkd koncentrace protona v
matrix a naopak vysoka v mezimebranovém prostoru, vytvaii se tak protonovy gradient a to
umoznuje ATP syntdze syntetizovat adenosinmonofosfat (ATP) (Nolfi-Donegan et al., 2020).

V Komplexu 1 (NADH:ubichinon oxireduktdza) je elektrony pfenesené¢ z
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) ptes flavin-mononukleotid (FMN) a zelezosirna
centra na ubichinon (Q). V KI jsou dvé mista produkce ROS, prvni z nich je I, to je vazebné
misto pro NADH, kde pln¢ redukovany FMN zptisobuje redukci kysliku na O»". Tento zptisob
vzniku ROS se nazyva piimy elektronovy transport (FET) a je zavisli na koncentraci NADH
(vysoka koncentrace NAD" piimy pienos elektronu inhibuje) a pitomnosti endogennich
inhibitortt Q vazebného mista jako je rotenon, které zabranuji pienos elektronti na ubichinon
(jejich ptitomnost FET stimuluje) (Kussmaul & Hirst, 2006). Dalsi zpasob tvorby ROS
komplexem I je reverzni elektronovy transport (RET), kde dojde k tniku elektronu v misté mezi
FMN a vazebném misté pro Q Ig, vznika pak O>” nebo H2O». RET a jeho produkty jsou zavislé
na nekolika faktorech, jako jsou typ substratu, pfitomnost inhibitorii (rotenon RET inhibuje),
mnozstvi redukované formy Q, pomér NADH/NAD™ a gradientu pH v rdmci mitochondrie.
RET sice produkuje vysoké mnozstvi ROS in vitro, ale za fyziologickych podminek toto
mnozstvi bude nizsi (Treberg et al., 2011). Rodriguez-Nuevo et al., (2022) uvadéji, ze pred
maturaéni oocyty maji ¢asteén¢ utlumeny komplex I, ktery nabyva plnou funkci az b&€hem
maturace, pro primdrni oocyty by pak komplex I nepiedstavoval tak vysoky zdroj ROS jako
pro ostatni buitkky. Komplex II (sukcinat-dehydrogendza) je schopen tvofit ROS diky RET i
FET. V misté IIr dochazi k oxidaci sukcinatu na fumarat a ptenosu elektronu skrz komplex na
Q. V ptipadé, Ze je v mitochondrii vysoké mnozstvi redukovaného Q a malé mnozstvi sukcinatu
muze dojit v misté IIr k vzniku H20; a O (Quinlan et al., 2012). Cytochrom-BC1 komplex

neboli Komplex III, vytvaii Oz ve vazebném misté pro redukovany Q, mnozstvi vzniklého



superoxidu je pak zavislé na poméru mezi QH»/Q. KIII produkuje velké mnozstvi ROS in vitro,
za fyziologickych podminek se bude mnozstvi lisit (Drose & Brandt, 2008).

ROS také mohou vznikat pisobenim vné&jSich vlivl, naptiklad ozéfenim ioniza¢nim
zéafenim, to zplisobuje ionizaci vody, zvySenou respiraci a produkci ATP v mitochondriich a
nejspise 1 zvySeni aktivity komplext I, IIT a IV, tim dojde k zvétSeni mnozstvi produkovaného
OH a Oy (Yamamori et al., 2012). Koufeni je dalsi faktor zvySujici mnozstvi ROS v
organismu, jenom samotny cigaretovy kouf totiz kromé ostatnich latek podporujici produkci
ROS obsahuje i ROS samotné. Hlavné aktivnim, ale i pasivnim koufenim tak dochazi k jejich
vdechovani do plic, filtry vS§ak mohou vyrazné snizovat jejich vdechované mnozstvi z koute
(Goel et al., 2017; Zhao & and Hopke, 2012). Aktivni koufeni u matek bylo v oocytech spojeno
se zvySenim obsahu ROS ve folikularni tekuting, zvyseni frekvence peroxidace lipidi ve
folikularni tekutin€ a sniZzeni mnozstvi AOX (Paszkowski, 2002), koufeni tak pfispivéa k zvySeni
OS a snizeni Sance na oplozeni u Zen podstupujicich IVF (Galanti et al., 2023). Pasivni koufeni
takovy efekt, ale ve vétSiné pripadi nema, v publikaci Wesselink et al., (2019) uvadéji, ze
pasivni koufeni mélo u zen horsi vliv na oplozeni jen tehdy, kdyz byly vystaveny cigaretovému
koufi Casto (naptiklad v domacnosti). Vek také ovliviiuje produkci ROS, se zvySujicim se
veékem, totiz dochazi k hromadéni deleci a mutaci mitochondridlntho DNA (mtDNA), které
zpusobuji vznik mitochondridlnich dysfunkci, to vede k zvysené produkci ROS. Pro oocyty je
tak v€k matky dulezitym faktorem, ktery urcuje jejich kvalitu (Barritt et al., 2000; Chan et al.,
2005). Obezita také hraje roli v naristu mnozstvi ROS a rovnou nékolika zptsoby, kromé latek
podporujicich tvorbu ROS pfijimanych nespradvnym stravovanim, tukova tkan obsahuje
zvysené mnozstvi cytokinind, zejména faktoru nadorové nekrozy o (TNFa). Cytokininy svym
plusobenim tvofi volné radikaly (Hahn et al., 2014). Dochazi také k vzniku mitochondrialnich

dysfunkci a k snizeni aktivity antioxidantli (Chattopadhyay et al., 2015).

2.2 Oxidativni stres

Oxidativni stres vznikda, kdyZ dojde k poruseni balancu mezi ROS/antioxidant coz vede
k nahromadénim ROS. OS pak v DNA zpisobuje zlomy, crosslinking bazi a také
zprostifedkovava jejich modifikace. Byl také spojen se vznikem neurodegenerativnich nemoci
jako je Alzheimer a schizofrenie, kardiovaskularnich poruch, rakoviny (shrnuto Droge, 2002;
Nichols et al., 2017) Oxidativni stres je mimo jiné navic zodpovédny za vznik morfologickych
a fyziologickych zmén v oocytu a celkové tim piispiva k zhorSeni jejich kvality. V savc€ich
oocytech tak pisobenim ROS muze dojit k pfili§ velkému méknuti (Jia et al., 2018) nebo

tvrdnuti zony pellucidy (Goud et al., 2004), také mlze byt ovlivnéno i sestaveni déliciho



vieténka, kde dochazi k jeho zkracovani ¢i prodluzovani, nebo dokonce i k jeho rozpadu, miize
také dojit 1 k Spatnému fazeni chromozomi na ekvatoridlni roviné (Al-Zubaidi et al., 2020).
ROS tak mohou vést k snizeni Sance na oplozeni, infertilité, vzniku nekvalitnich blastocyst a
embryi a zvySovani Sance na tvorbu aneuploidii, je tak zadouci v maturacnich médiich oocytt

OS minimalizovat (Yang et al., 2023).

2.2.1  Poskozeni DNA

ROS maji schopnost modifikovat bdze DNA, nejnachylnéjsi z nich na oxidaci je guanin,
2007). OHe a ROOQOe reaguji preferencné¢ s C8 guaninu, jelikoZ je na této pozici nejnizsi
bariérova energie na piekonani, za vzniku 8-oxoguaninu nebo 8-hydroxoguaninu, ten pak tvoii
komplex s vodou a piresmykava se na 8-oxoguanin (Jena & Mishra, 2005). Pii replikaci pak
nastava problém se Spatnym pfifazenim baze, misto cytosinu totiz mize naproti 8-oxoGuaninu
nebo 8-hydroxoGuaninu DNA polymeraza ptifadit adenosin v syn konformaci, jestli nedojde k
opravé, tak pii nasledné replikaci dochéazi k mutaci — Guanosin -> Tyrosin (Cheng et al., 1992;
Shibutani et al., 1991). V DNA také ptasobenim ROS dochazi k jedno (Hoffmann & Meneghini,
1979) ¢i dvou fetézcovym zlomim (DSB)(Siddiqi & Bothe, 1987). K jedno fetézcovym
zlomiim (SSB) DNA dochazi mnohem castéji a jsou zpiisobené predev§sim hromadénim H>O»
nebo superoxidovym radikalem. O>" s DNA nereaguje tak ochotné, ale je schopny produkovat
OHe. Peroxid v butice reaguje s Fe** ionty pfitomnymi v intracelularnim prostoru Fentonovou
reakci za vzniku hydroxylového radikalu (Mello Filho et al., 1984). Vznikly OHe poté oxiduje
deoxyribozu na C3’ pozici a dochéazi k vzniku fragmentti DNA (5°-fosfat, 3’-fosfat nebo 3’-
fosfoglykolat), tim dojde k SSB (Hertzberg & Dervan, 1984). Vznikem dvou SSB blizko sebe
na opac¢nych vlaknech DNA pak mize dojit i k DSB, k tomu ale dochazi jen s nizkou frekvenci

(Siddiqi & Bothe, 1987).

2.2.2  Peroxidace lipidi

Peroxidace lipidi je zplisobend predevsim jejich reakci s OHe a ROOe Ty reaguji s
nenasycenymi mastnymi kyselinami lipidt biologickych membran a dochdzi ke spusténi
fetézové reakce, ktera mé za nasledek vznik vice radikalt a oxidaci vétSiho mnozstvi lipida.
Jednim z produktli peroxidace je 4-hydroxynonenal, ktery byl u sav¢ich oocytil pfimo spojen s
modifikaci tubulinti (o, B, v), vznikem poruch déliciho vieténka a tim zpisobenym zvySenym
mnozstvi chromozomalnich aberaci pti mei6ze (Mihalas et al., 2017). Peroxidace lipida také

muze zpusobovat snizeni fluidity biomembran a jejich ztenCovani (Yadav et al., 2019). Déle



také zplsobuje inhibici funkce Ca®" ATPazy v endoplazmatickém retikulu (Kukreja et al.,

1988), poruseni funkce ATP4zy miize vést k vyliti Ca*" iontii do cytozolu a indukci apoptdzy.

2.2.3  Poskozeni proteint

Proteiny mohou byt oxidované na nékolika mistech, jako jsou karboxylové skupiny,
aromaticka jadra a thyolové skupiny. Jejich oxidace vede ke zmén¢ jejich struktury, funkce a
agregaci. PoSkozené proteiny jsou znacené ubikvitinem a vedené do proteasomu na jejich

degradaci (shrnuto Juan et al., 2021).

2.3 NRF2 signalni draha

KEAP1/NRF2/ARE signalni draha mé schopnost detekovat OS a je zodpovédna za
zprostifedkovani antioxidacni a detoxifika¢ni odpovédi na ROS a celkové na oxidacni stres. Je
slozena ze tii hlavnich komponenti KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) (Itoh et al.,
1999), NRF2 (nuclear factor-E2-related factor 2) a ARE (antioxidacni responzivni prvky).
NRF2 je transkripéni faktor, nachazi se nejpocetnéji v builkach svalii, ledvin, jater a plic,
nachazi se tedy v bunkach, které jsou hodné vystavené OS diky jejich vysoké metabolické
aktivité¢ (Moi et al., 1994). V ramci COC se NRF2 nachdzi v cytoplazmé granul6znich bun¢k
(GC), které tak syntetizuji antioxidanty pro minimalizaci OS v celém COC (Akino et al., 2018).
V burnikach, kde nedochézi k poskozeni oxidanty s takovou frekvenci, jsou NRF2 degradovény.
K jejich degradaci dochéazi diky KEAP1 proteintim, které jsou umistény v membrané. KEAP1
cilen¢ tvofi komplex s Neh2 doménou NRF2, coz dale vede k jeho ubikvitinaci a degradaci v
proteazomu (Zhang & Hannink, 2003). NRF2 a KEAP1 komplex je spojeny ve dvou vazebnych
mistech, pokud dojde k OS, nebo plisobenim antioxidantl a aktivatort jako je dimetylfumarat
(Akino et al., 2018) tak se inhibitory jako je sequestozom 1 (p62), podili na jejich disociaci. V
piipadé, ze dojde k navySeni exprese p62, dochazi k jeho navazani do jednoho z vazebnych
mist KEAPI, coz vede k destabilizaci KEAP1-NRF2 komplexu a uvolnéni NRF2 (Horie et al.,
2021). NRF2 nésledné¢ translokuje do jadra, kde soutézi s regulatory o aktivaci ARE. Pokud je
koncentrace NRF2 v jadru dostate¢né vysokd, dojde k jeho vazbé na promotory, tim se spusti

transkripce antioxidantli a detoxifika¢nich latek (Dhakshinamoorthy et al., 2005).

3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky endogenniho a exogenniho plivodu s enzymatickym nebo
neenzymatickym charakterem. Ugastni se redoxnich reakci, chovaji se jako donor elektronu a
tim zptisobuji pfechod ROS na stabilni molekuly. Jsou tak nezbytné k spravnému chodu bunky,

udrzeni ROS homeostazy a tim zamezeni vzniku oxidac¢niho stresu. K syntéze endogennich
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AOX dochazi v bunice hlavné plsobenim NRF2 transkripéniho faktoru, ktery spousti
transkripci fady AOX a detoxifikacnich latek (T. Nguyen et al., 2000), exogenni AOX uz v

lidském téle syntetizované nejsou a musi byt pfijimany z potravy, predevsim z ovoce a zeleniny.

3.1 Enzymatické AOX
Mezi enzymatické antioxidanty se tadi superoxid dismutdza (SOD), glutathion
peroxidaza (GPx) a kataldaza (CAT). Funguji jako katalyzatory a jsou hlavni soucast bunécné

odpovédi na oxidativni stres, kvili jejich velké afinité a efektivité v eliminaci ROS.

3.1.1  Superoxid dismutiza

SOD maji funkci v redoxni pfeméné Oz” v reakci:

20, +2H"— 02 + Hy0;

V lidském téle se SOD vyskytuje ve ttech formach (Cu/ZnSOD) obsahujici méd’ a zinek,
manganova (MnSOD) a extraceluldrni (eSOD). Cu/ZnSOD se nachéazi v nejvys$im mnoZzstvi v
cytosolu. Jedna se o homodimer a v jejim aktivnim misté obsahuje méd’ a zinek, oba s
oxida¢nim Cislem II+. Zinek ma spiSe strukturni funkci a na samotné reakci se nepodili, na
rozdil od médi, ktera je v ramci katalyzy soucasti dvou reakci:

SOD-Cu'™ + 02" — SOD-Cu'" + O,
SOD-Cu'* + Oy + 2H" — SOD-Cu'™ + H,02

kde v prvni reakci dochézi k redukci médi v enzymu a oxidaci superoxidového radikalu
na kyslik. Ve druhé reakci je pak méd’ zpét oxidovana na Cu'"™ dal§im superoxidem za vzniku
peroxidu vodiku (Klug-Roth et al., 1973), ktery je poté odstranovan GPx a CAT. Lidska
MnSOD se nachdzi v mitochondridlni matrix, jedna se o tetramer, ve kterém kazda podjednotka
obsahuje jeden Mn s oxidacnim ¢islem III+. Funguje na stejném redoxnim principu jako
Cu/ZnSOD (Borgstahl et al., 1992). Extracelularni SOD je nejméné pocetna ze vSech SOD a
jeji vyskyt je nejvyssi ve specifickych tkanich (Marklund, 1984). Sekvencné je velice podobna
Cu/Zn SOD, ale s tim rozdilem, Ze se jedna o tetramer spojeny disulfidickymi SH mustky.
ESOD existuje ve dvou formach, enzymaticky aktivni a neaktivni, které se od sebe navzajem

1i$1 v umisténi SH mitistku (Petersen et al., 2003).

3.1.2  Glutation peroxidaza

Na katalyze pfemény H202 na vodu se podily glutation peroxidaza, ta se vyskytuje v
mnoha isoforméch napfi¢ organismy, u ¢lovéka jich bylo pozorovanych 8. GPx1 az 4 a GPx6
se u ¢lovéka fadi mezi selenoproteiny (Kryukov et al., 2003) a ke katalyze pouZivaji selen, cela
reakce probiha ve tfech hlavnich krocich:

(GPx-SeH) + H,0, — (GPx-SeOH) + H,0



(GPx-SeOH) + GSH — (GPx-Se-SG) + H20
(GPx-Se-SG) + GSH — (GPx-SeH) + GS-SG

GPx je na zacatku reakce ve své aktivni formé GPx-SeH, GPx je tedy aktivovana
navazanim selenolové skupiny -SeH, ktera tvofi i jeji aktivni misto. Béhem prvni reakce
dochazi k docasnému pienosu protonu z GPx-SeH na GIn38 GPx za vzniku GPx-Se’, proton z
GIn38 je pak prenesen na H>O> a tim dojde k jeho rozstépeni za vzniku vody a selenenové
kyseliny GPx-SeOH. Zbylé dvé reakce uz popisuji regeneraci enzymu. V druhé reakci GPx-
SeOH a glutation (GSH) tvoti komplex GPx-Se-SG, ktery je ve tieti reakci plisobenim dalSiho
GSH redukovan zpét na GPx-SeH, glutation je v této reakci oxidovany na glutation disulfid
GS-SG (Prabhakar et al., 2005). GPx7 a 8 jsou oba monomery a strukturn¢ si jsou velice
podobné, také funguji odlisné od ostatnich GPx, v jejich aktivnim centru je misto
selenocysteinu cystein, nazyvaji se proto CysGPx. Ob& CysGPx se nachdzi v
endoplazmatickém retikulu (ER) (V. D. Nguyen et al., 2011), kde je tvofeno vysoké mnozstvi
H>0,, to je zptisobené enzymy Erol, které¢ tvori disulfidické mustky a v aerobnim prostredi
dochazi jejich plisobenim k redukci kysliku za vzniku H2O> (Gross et al., 2006). Piesny
mechanismus reakce CysGPx jeSté neni uplné objasnény, ale dochazi v ramci néj k oxidaci
protein disulfidové izomerazy (PDI) pomoci H>O> za vzniku vody, PDI pak slouzi ke skladani
denaturovanych proteinti a k tvorbé a ruseni disuflidickych mustkti v ER. CysGPx dokazi
oxidovat i GSH, ale ne tak efektivné jako PDI, to je zptisobeno tim, Ze postradaji smycku, ktera
urcuje specifitu via¢i GSH (V. D. Nguyen et al., 2011). GPx5 se li$i od vSech ostatnich GPx,
jeji vyskyt je primarné ve spermiich, které jsou vystavené velkému mnozstvi ROS, a tudiz je
jeji pfitomnost nezbytna pro udrZeni jejich spravné funkce. Stejné jako CysGPx, GPx5
nepouziva primarné GSH jako substrat a je nezavisla na selenu, jeji presné plsobeni je ale jesté

neznamé (Taylor et al., 2013).

3.1.3 Katalaza

Katalaza se u ¢lov€ka nachazi jako tetramer, jeji aktivni misto tvofeno hemem, také
obsahuje vazebné misto pro nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH). CAT katalyzuje
redukci H>O» v reakei:

CAT(Por-Fe'"™) + HO, — CAT(Por*-Fe!V* =0) + H,0
CAT(Por *-Fe'V* =0) + H,02 — CAT(Por-Fe'™) + H,0 + O

V rédmci prvni reakce dochézi k redukci H>O» na vodu a oxidaci zeleza uvnitt CAT tim
vznikd oxoferryl porfyrinovy kationtovy radikal CAT(Por*-Fe!V* =0), ten se nazyva tzv.
Compound I Cpd I.Cpd I reaguje s dalsSim H2O, ten ho redukuje a dochézi tak k jeho regeneraci



zpét na CAT (Alfonso-Prieto et al., 2009). Cpd I se v buiice hromadi a dochézi k jeho pfeméné
jednoelektronovou redukci na neaktivni formu CAT, ta je pomoci NADPH véazaného na CAT

redukovana zpét na aktivni formu (Kirkman et al., 1987).

3.2 Neenzymatické AOX
3.2.1  Ptirodni

Existuje mnoho riznych neenzymatickych AOX, tadi se mezi né¢ latky jako jsou
vitaminy C a E, koenzym Q10, GSH, melatonin, polyfenoly a karotenoidy. Vyznamnym
neenzymatickym AOX je vitamin C neboli kyselina askorbova (AA), ve vysokém mnoZstvi se
nachazi v ovoci a zelenin€. AA je rozpustnd ve vod¢ a ma schopnost redukovat superoxidovy
radikdl a ROOe a oxidovat OHe, to je umoznéno diky jejimu vyskytu v nékolika formach
existujicich v rizném oxidacnim stavu, nejefektivnéjsi z nich proti ROS je samotna AA a jeji
redukovana verze askorbat (Cabelli & Bielski, 1983). AA funguje ve spolupraci s vitaminem
E, slouzi k regeneraci jeho radikalové formy zpét do aktivni podoby (Packer et al., 1979).
Vitamin E je také exogenni AOX, je rozpustny v tucich a je do téla nejvice pfijiman
prostfednictvim rostlinnych oleji (Harris et al., 1950). Je vysoce efektivni v zabrafiovani
peroxidace lipidii, umozinuje to jeho vysoka afinita k lipidperoxylovym radikalim. S radikaly
je schopen reagovat a vétSinu z nich zneSkodnit jesteé predtim, nez dojde k samotné peroxidaci
a zahdjeni fetézové reakce peroxidace, v reakci vznika radikal vitaminu E, ten je neaktivni a je
nutné ho regenerovat. K ostatnim ROS vitamin E uz ale tak vysokou afinitu nema (Niki &
Noguchi, 2004). Koenzym Q10 (ubichinon) se nachézi v mitochondriich a je soucasti elektron
transportniho fetézce. Funguje také jako endogenni AOX, chové se jako donor vodiku a oxiduje
tak ROS, predev§im peroxylové a superoxidové radikaly (Frei et al., 1990). V reakci s ROS
vzniké ubisemichinonovy radikal, ktery pokud neni regenerovany zpét na ubichinon, se chova
jako prooxidant, pokud dochézi k jeho reakci s kyslikem, tvoii peroxylovy radikal (Maroz et
al., 2009). DalSim endogennim AOX je GSH, pfi jeho reakci s ROS dochézi k pfenosu vodiku
preferencné z jeho thiolové skupiny na ROS a vznika GSH radikal. GSH je vSestranny AOX a
dokéze ochotné reagovat s celou fadou ROS, nejochotnéji v§ak reaguje s OHe (Galano & Raul
Alvarez-Idaboy, 2011). Melatonin je také jeden z endogennich AOX, v lidském téle je
syntetizovan ze serotoninu. Funguje jako hormon, podily se na fizeni biologickych rytmi a
cyklu spanku a bdéni (Lewy et al., 1992), kromé¢ toho mé také AOX vlastnosti (Poeggeler et
al., 1994). Velkou skupinu AOX tvoii polyfenoly, ty jsou dale rozd€leny na flavonoidy,
fenolové kyseliny, lignany a stilbeny. Obecné se jednd se o slouceniny, obsahujici nékolik

fenolovych skupin. Fenolové kyseliny a flavonoidy jsou pfitomné ve vysokém mnoZzstvi u



mnoha druhti ovoce a zeleniny, hodné se vyskytuji v ¢erveném ovoci jako jsou jahody, bortivky
a ostruziny, ve kterych cCasto funguji jako pigmenty (Hékkinen et al., 1999). Lignany maji
nejvyssi vyskyt v Inénych seminkéch (Meagher & Beecher, 2000) a stilbeny se nachézi ve vinu,
ale jen v malych koncentracich, takze nejsou tak velikou soucasti diety jako ostatni polyfenoly

(Sun et al., 20006).

3.2.2  Syntetické

Syntetické antioxidanty jsou Casto pfidavané jako aditiva do jidla nebo kosmetiky.
Jednim z nejznaméjSich z nich je butylhydroxytoluen (BHT). BHT je silny AOX a je podle
Evropského utadu pro bezpecnost potravin v mnozstvi 0,25 mg/kg vahy za den bezpecny ke
konzumaci bez vzniku zadnych vedlejSich ucink (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient
Sources added to Food (ANS), 2012). Piisobenim tepla a UV zafeni, je ale schopen reagovat s
kyslikem, tim dochdzi k tvorb¢ reaktivnich metabolitl, které jsou toxi¢téjsi nez samotny BHT
a byly spojeny se vznikem rakoviny (Dai et al., 2023). BHT strukturné¢ podobny AOX je
butylhydroxyanizol (BHA), ten slouzi jako ptidavek do jidla. Bezpecné mnozstvi BHA ke
konzumaci bylo stanoveno jako 1,00 mg/kg vahy za den (EFSA Panel on Food Additives and
Nutrient Sources added to Food (ANS), 2011). BHT a BHA se v téle hromadi, kdyZ jejich
koncentrace ptfesahne urcit¢ho bezpecného mnozstvi, tak mohou byt toxické. Na modelu
mysich bungk, toxicita BHA spocivala ve zvy$eni mnozstvi cytosolického Ca**, coz vedlo bud’
k zvysSeni produkce ROS mitochondrii nebo indukci apoptéozy. BHT zase zpusobuje
neapoptotickou smrt buiikky (Mizobuchi et al., 2022). Tert-butylhydrochinon (TBHQ) je pln¢
synteticky AOX, pfidavany casto do tukll a oleji. Piijatelné denni mnoZstvi bez vzniku
vedlejsich ucinkd TBHQ je 0,7 mg/kg vahy. Ve vys$§im mnozstvi, nez bylo uvedeno, mize byt
toxicky, podle EFSA ale neni karcinogenni a nejcitlivéjsi na jeho Gc¢inky jsou psy (Authority
(EFSA), 2004). Stale dochazi k vyvoji novych derivati existujicich syntetickych AOX, které
jsou schopné dosahovat lepSich vysledkl v odstranovani ROS (Yehye et al., 2012). Existuje
mnoho dalSich plné syntetickych AOX a je i mnoho pfirodnich AOX, které jsou syntetizované
v laboratofi pro jejich lepsi dostupnost, jednim znich je kyselina nordihydroguaiaretova
(NDGA). NDGA se nachazi v ptirodé, ale byva Casto uméle syntetizovana, jeji pridani dokéaze
zabranit senesceci a vadnuti rostlin a ovoce, je tak mozné ji vyuzit pro prodlouZeni jejich Zivota
po sbéru (Li et al., 2023). NDGA ma také terapeutické ucinky, bylo dokazano Ze je schopna
zvySovat Ca?" koncentraci v cytosolu rakovinnych bunék (v uvedené studii se jednalo o
rakovinu prostaty) a zpomalovat nebo zabranovat tak jejich proliferaci (Huang et al., 2004). Ma

také neuroprotektivni u¢inky diky jeji schopnosti stabilizovat koncentraci Ca*" (Goodman et



al., 1994). U mysi bylo zjisténo, Ze je ale ve vysSich koncentracich hepatotoxickd (Lambert et

al., 2002).

4 Oogeneze

Oocyty zahajuji svlij vyvoj uz béhem embryonalniho stadia vyvoje clovéka. Cely proces
zacina diferenciaci oogonii z primordidlnich zarodecnych bunék. Diferencované oogonie se
kolem druhého mésice embryondlniho vyvoje za¢inaji mitoticky délit, postupné se tak zvysuje
jejich mnozstvi a jejich maxima je dosazeno v patém mesici, kdy se jich u ¢lovéka naakumuluje
kolem 7 miliont, poté ustava mitéza a zacind degenerace zdrode¢nych bun¢k, jejich mnozstvi
se od této doby uz jen postupné snizuje. Po sedmém meésici pak dochazi k hromadné degradaci
oogonii, které¢ se do té doby jesté nediferencovaly na primarni oocyty. Pii narozeni se
zarodecnych bun¢k u ¢loveéka nachazi okolo 2 miliont a jejich mnozstvi dale klesé, pred prvni
ovulaci jich uz zbyva jen okolo 300 000 (Baker, 1963). Pocet zdrodecnych bunck se ale zna¢né
li$i mezi jednotlivci a mohou se tak vyskytovat ve vyrazné niz§im mnozstvi (Forabosco &
Sforza, 2007). Primarni oocyty tedy vznikaji z oogonii a nésledn¢ vstupuji do prvniho
meiotického déleni. V ramci meidzy se primarni oocyt dostane do diplotenni faze profaze I, kde
se meidza zastavi a znovu pokroc¢i az na zac¢atku ovulace, kde dojde k jejich maturaci a vzniku
sekunddrnich oocytd. Dalsi nezbytna soucdst oogeneze je ndrlst mnozstvi mitochondrii v
buiikach. V oogoniich postupné dochazi k replikaci mtDNA a v primarnich oocytech je uz
317 000£184 000 kopii mtDNA. Pocet kopii mtDNA pii pfechodu do meidzy 11 (MII) opét
trochu stoupd, ale moc vyrazné se neméni a opét zafina narlstat aZ po fertilizaci. Vysoké
mnozstvi mitochondrii je dileZité pro spravné fungovani oocytu, bunééné déleni a stavba
déliciho vieténka jsou totiz energeticky vysoce narocné procesy, které vyzaduji velké mnozstvi
ATP. Mitochondrie se také spole¢né s ER podileji na udrzovani koncentrace Ca*" iontd v buiice,
nizky pocet mitochondrii je spojeny se sniZenou kvalitou oocytl, ovarialni insuficienci (May-
Panloup et al., 2005) a infertilitou.

S vyvojem oocytu je spojeny vyvoj folikulu, kterym je oocyt obklopeny. Folikularni
vyvoj stejné jako oogeneze zacina uz v embryondlnim stadiu vyvoje, ackoliv trochu pozdéji.
Ze zacatku se folikul sklada z jedné vrstvy plochych granul6znich bunék, tvoticich primordidlni
folikul. Postupem casu dochazi k vzniku primarniho folikulu, to zahrnuje zménu tvaru GC z
plochych na kubické, jejich replikaci a navySeni mnozstvi vrstev obklopujicich oocyt, samotny
folikul se také zvétSuje, aby dal prostor pro riist oocytu, ale 1 poté co dojde k zastaveni rastu
oocytu, se folikul bude nadale zvétSovat. Postupné se zacind diferencovat také zona pellicuda

(ZP), coz je vrstva bunck, kterd je mezi oocytem a GC (Lintern-Moore et al., 1974; Motta et

10



al.,, 1994). S pribyvajicim mnozstvim buné¢k také ptibyva mnozstvi receptorti pro folikul
stimulujici hormon (FSH), kterym je rast folikulu v této ¢asti vyvoje fizen, také dochazi k
tvorbé mnoha spojii mezi jednotlivymi bunikami a oocytem (Jeppesen et al., 2012). DalSim
vyvojovym krokem je staly ptirist GC, diferenciace thekalnich bun¢k na povrchu folikulu,
diferenciace GC na bunky kumuléarni (CC) a bunky sténové granulozy, k diferenciaci CC kolem
oocytu dochazi ptsobenim faktori produkovanych oocytem (Li et al., 2000). Nasleduje
formace antra, tedy vznik antralniho folikulu, kumularni buiiky se od sebe zacinaji odd€lovat,
umoziuje to sekrece folikularni tekutiny do mezibunécného prostoru fizena GC, vzniké tak
dutina, kterd je vyplnéna folikularni tekutinou, postupem vyvoje dochézi k jejimu zvétSovani
(Motta et al., 1994). V této fazi také dochazi ptisobenim FSH k expresi receptorti na luteinizacni
hormon (LH) na thekalnich i granuléznich bunikdch a postupnému snizovani poctu FSH
receptori, vyvoj pfedovulacniho folikulu je od této doby fizen hlavné diky plsobeni LH
(Jeppesen et al., 2012). V poslednim stadium folikulogeneze vznikd z antralniho folikulu
Graafuv folikul, v ném uz je antrum plné vyvinuté a ZP je obklopena nékolika vrstvami bunék
tvotici coronu radiatu (Motta et al., 1994). V Graafové folikulu se nachazi sekundarni oocyt,
ktery ¢eka na ovulaci. VétSina folikuld se ve vajecniku nachdzi v primordialnim stadiu, pted
ovulaci se jich nékolik zac¢ne zvétSovat a z nich jeden vybrany maturaci dokonci, zbytek
podléha atrézii, coz je apoptoticky proces, fizeny hormony a zahrnujici ztratu FSH receptor.

(Chikazawa et al., 1986).

4.1 Jaderna maturace

Maturace oocytl je stimulovana hormony produkovanymi hypotalamem pro zahjeni
ovulace, jejich plisobenim dochézi k dokonceni prvniho meiotického déleni a jeho nasledném
zastaveni v metafazi II, primarni oocyt se pii tomto procesu d€li na sekundarni oocyt a prvni
polové télisko. Maturace se d€li na jadernou a cytoplazmatickou. B&hem jaderné maturace
dochazi ke kondenzaci chromatinu a rozpadu zarodecného vacku (GVBD). Zarode¢ny vacek
(GV) obklopuje jadro oocytu a tvofi jadernou membranu, jeho rozpad umozni uvolnéni
chromozomt do cytoplazmy a pokroc¢eni meiézy. GVBD je zahajeno zvySenim koncentrace
LH, samotné oocyty savci na ngj ale receptory nemaji, misto toho LH ptsobi skrz thekalni a
granulozni buiiky, které jsou soucasti COC (Peng et al., 1991). Buniky sténové granuldzy pies
kumuldrni buiiky dodavaji prostfednictvim bunéénych spojlii cyklicky guanosinmonofosfat
(cGMP) do oocytu a podporuji tak udrZzovéani zastaveni meiozy inhibici fosfodiesterazy
(PDE3A), ktera je zodpoveédna za degradaci cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Pokud

jsou tedy kanaly mezi buiikami oteviené tak je v oocytu vysoka koncentrace cAMP a cGMP a
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PDE3A je inhibovana. Po vazb& LH na receptory na granul6znich bunikach dojde k fosforylaci
a uzavieni bunéénych spoji, to vede k snizeni koncentrace cGMP v oocytu i1 v granul6znich
buiikach, aktivaci PDE3A, ji katalyzovanou degradaci cAMP (Norris et al., 2009). Vysoka
koncentrace cAMP udrzuje aktivni protein kinazu A, ta udrzuje cyklin dependentni kinazu 1 ve
fosforylovaném stavu a zabraiuje tim sloZeni a aktivaci maturaci podporujiciho faktoru a tim i
pokroceni meiozy, snizeni koncentrace cAMP tak vede k jejimu pokroceni do metafaze 11

(Newhall et al., 2006), kde nastava dalsi zastaveni az do oplozeni nebo vylouceni oocytu.

4.2 Cytoplazmatickd maturace

Cytoplazmatickd maturace neni tak dobfe definovana, ale dochézi v ni mimo jiné k
reorganizaci mikrotubulti a mikrofilament a diky tomu umoznéné migraci a strukturnim a
funkénim zméndm v organelach v ramci oocytu. V obdobi zarode¢ného vacku se mitochondrie
nachazi nejvice koncentrované v perinukleadrnim prostoru, nejspise proto aby ATP bylo tvoteno
co nejblize k vznikajicimu délicimu vieténku, po jeho rozpadu dochazi k jejich migraci a vice
homogennimu rozmisténi mitochondrii po celém oocytu, jejich pohyb je umoznén mikrotubuly
(Takahashi et al., 2016; Trebichalska et al., 2020). Cast mitochondrii se od zacatku maturace
postupné hromadi kolem endoplazmatického retikula, kde s nim déle interaguji a do druhého
zastaveni meiozy se s ER pak spojuji a vytvareji komplexy. Dalsi organely, které jsou zna¢né
ovlivnéné v prubéhu cytoplazmatické maturace jsou Golgiho aparaty, postupné totiz dochazi k
jejich degradaci, nebo pfeméné na kortikalni granule (Sathananthan et al., 1985), ty jsou poté
nezbytné pro to, aby doSlo ke spravné fertilizaci oocytu a také zabranuji polyspermii

(Sathananthan & Trounson, 1982).

4.3 IVM

IVM je rozvijejici se laboratorni technika, kterd je soucdasti asistované reprodukéni
technologie (ART), v posledni dobé¢ je uc¢innost IVM pfedmétem mnoha testd. Vyhoda IVM
oproti standardnimu IVF je, Ze dochazi k administraci minimélniho nebo i1 Zddného mnozstvi
gonadotropinti, u IVF se jedna konkrétn€¢ o lidsky choriovy gonadotropin (hCG), FSH a
gonadotropin uvolfiujici hormon (GnRH) antagonisty, k pfipravé oocyt pied jejich odebranim
do ex vivo média. Lze tak ptedejit vzniku nezddoucich ucinkd hormonové stimulace, jako je
vznik ovarialniho hyperstimulacniho syndromu (OHSS) u Zen (Walls et al., 2015).

Na vznik OHSS pfi ovarialni stimulaci jsou nachylné zejména Zeny s polycystickymi
ovariemi (PCO) a s polycystickym ovaridlnim syndromem (PCOS), Zhong et al., (2012)
uvadeji, ze se OHSS vyvinulo u 15,8 % zen s PCOS au 11,1 % Zen s PCO, zatimco u Zen s

normalnimi ovariemy jen u 5,4 %. Na frekvenci vzniku OHSS ptlisobenim gonadotropintt hCG
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a GnRH agonisty (GnRHa), jakoZzto finalnich spoustécti maturace oocytl u zen nachylnych na
vznik OHSS podstupujicich IVF bylo zaméteno spoustu studii. Sun et al., (2021) uvadéji, ze z
2699 zen s PCOS podstupujici IVF se u 24,8 % vyvinul OHSS pfi stimulaci s hCG. Krishna et
al., (2016) zaznamenaly vznik OHSS u 37,6 % zen s PCOS podstupujicich IVF po stimulaci s
hCG, také v jejich studii zjistily, ze pfi pouziti GnRHa misto hCG nedoslo k vzniku OHSS ani
u jedné z téchto zen. Pii pouziti GnRHa také zaznamenaly vEtsi mnozstvi oplozenych oocyti a
embryi. Pouziti alternativnich ovaridlnich stimulantii misto hCG u Zen nachylnych na vznik
OHSS bylo podrobeno 1 studii Abbara et al., (2018), ty porovnaly vliv hCG, GnRHa a
kisspeptinu, u zen s administrovanym hCG se OHSS projevil nejcastéji. Vzhledem k nizsi
frekvenci vzniku OHSS se GnRHa jevi jako Setrnéjsi varianta hormonu k ovarialni stimulaci.
Kli¢ovou otazkou pak je, jestli je schopen dosahovat stejnych, nebo dokonce i lepsich vysledki
v produkci vy$§iho mnozstvi oplozenych oocytli a mnoZstvi embryi nez hCG. Ve vySe zminéné
studii Krishna et al., (2016), pouziti GnRHa vedlo k zvySeni mnoZstvi tvorby embryi a
frekvenci oplozeni. V jiné studii Zhou et al., (2022) podrobily zeny s malym rizikem vzniku
OHSS stimulaci GnRHa a hCG. Pouziti GnRHa vedlo k srovnatelnému, ale niz§imu mnozstvi
vzniku embryi (53,5 % vs 57,9 %) nez pti pouziti hCG, frekvence oplozeni byla také nizsi
(78,9 % vs 81,8 %). Pouziti hCG a GnRHa dohromady vedlo k navySeni mnoZstvi embryi
(74,6 %) a porodui (32,6 %) oproti samotnym hormontiim oddélené. Kombinace obou je tedy
zdanlivé nejucinnéjsi.

Béhem standardni IVM mohou byt oocyty piipravovany pfed odebranim do média ex
vivo poddvanim FSH (né€kolik dni pfed odebranim), hCG (kolem 36 hodin pted odebranim)
nebo jejich kombinaci, IVM ale hormonalni ptipravu nevyZzaduje. COC jsou poté odebrany do
kultivacniho média v GV stadiu, kde je hormony indukovana jejich maturace. Na to, jestli
existuje rozdil mezi uc¢innosti v IVM s a bez hormonalni ptipravy se zaméfil Lin et al., (2020),
uvadéji, ze z 129 Zen s hCG pfipravou a 195 bez ni, méla hCG skupina vys$§i mnozstvi
maturovanych oocytt (52,68 % vs 48,56 %), rozdil ale nebyl statisticky vyznamny a mnozstvi
uspésnych porodi bylo u obou srovnatelné. Jejich vysledky tak naznacuji, Ze pfiprava
gonadotropiny neni nutnd k IVM a je mozné se bez ni obejit i bez vyznamnych ztrat na
efektivite. IVM tak mulze potenciondln¢ ptedstavovat vhodnou metodu zejména pro Zeny
nachylné na vznik OHSS.

Utinnost IVM je ale stale pfedmétem debaty a napfi¢ studiemi se vysledky lii, obecné
v8ak pouziti standardniho IVM vede k niZ§i porodnosti a produkci embryi neZ pii pouZiti IVF.
Zheng et al., (2021) porovnaly IVM oocytli pfedem nestimulovanych hCG se standardnim IVF,
z celkového mnozstvi 351 Zen s PCOS IVM podstoupilo 175 a IVF 176. Pfi IVM pak doslo k
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uspéSnému porodu u 22,3 % a pti IVF k 50,6 %, u IVF skupiny se navic vyvinul OHSS u 6,3 %
zen. Walls et al., (2015) uvadeéji, ze k zivému porodu doslo s pouziti [IVM oocyti u 18,8 % z 56
zen a s IVF 31,0 % z 65 zen s PCOS, v jejich publikaci tak bylo efektivnéjsi IVF v mnozstvi
uspéSnych porodd. Braam et al., (2019) zase uvadéji, Ze bylo dosazeno 55 % frekvence oplozeni
pii stimulaci oocytl nizkym mnozstvim hCG a FSH u Zen nachylnych na OHSS podstupujicich
IVM. Stimulaci nedoslo k vzniku OHSS ani u jedné Zeny a mnozstvi poroda bylo 5,3 % coz je
oproti ostatnim vysledkim IVM pomérné nizky pocet. Ve studii také pozorovaly zvySenou
efektivitu IVF po pfedchozim nezdafeném IVM, spojeni metod by tak mohlo vést k vylepseni
vysledkii. Toto bylo déale podrobeno vyzkumu Xu et al., (2024), v jejich publikaci popisuji, ze
u zen s PCOS po nezdafeném nestimulovaném IVM ma IVF (79 Zen) o néco vyssi ale
srovnatelné vysledky s IVF (237 zen) v poctu tspé$nych porodu (55,6 % vs 48,6 %). OHSS se
pak vyvinul u 5,1 % vs 7,6 %. standardni IVM tedy nedosahuje tak dobrych vysledki jako IVF.
IVM je ale stale vyvijejici se metoda, slozeni IVM kultiva¢nich médii podstupuji stalou
optimalizaci a jeji vysledky tak maji potencional se zlepSovat.

Dvoufazové IVM (Obr. 1) je relativné nova metoda, ktera dosahuje lepSich
vysledkli v mife maturovanych oocyti a jejich kvalité nez standardni IVM. Sklada se ze dvou
fazi, prvni je pre-maturacni faze, COC jsou odebrany a umistény na pre-matura¢ni médium
(médium muze obsahovat napiiklad C-typ natriureticky peptid), kde dochézi k jejich inkubaci
(typicky se inkubuji 24 hodin). V druhé fazi jsou po inkubaci premisténé do maturacni médium,
kde nastava samotna maturace (Sanchez et al., 2017). Sanchez et al., (2019) prozkoumali rozdil
mezi U¢innosti standardniho IVM a dvoufazového kapacitatniho IVM (CAPA-IVM). Pii
pouziti CAPA-IVM byly oocyty kultivovany 24 hodin v pre-matura¢nim médiu obsahujicim
C-typ natriureticky peptid. Vyuziti CAPA-IVM vyrazné zvySilo UspéSnost maturace oocytl
oproti standardnimu IVM (62 % vs 48 %) a produkci kvalitnich embryi. Mnozstvi uspésnych
porodii u zen s PCOS pii pouziti CAPA-IVM vyslo ve studii Vuong et al., (2025) 38,3 %, coz
je na poméry IVM relativné vysoké ¢islo, také zjistili, ze aplikace FSH pied odbérem oocyti
do pre-matura¢niho média nepomohlo k vyssi porodnosti (31,7 %), pouziti gonadotropinti u
CAPA-IVM tak neni nutné a vede spise k niz§imu mnozstvi porodt. V publikaci Vuong et al.,
(2020) uvadgji, ze pti pouziti CAPA-IVM proti kontrole doslo k zvySeni miry maturace (63,6 %
vs 49,4 %) a mnoZstvi zivych porodi (47,5 % vs 32,0 %) u Zzen s PCOS. Uspé&$nost CAPA-
IVM v zvySeni miry maturace a v zvySeni mnozstvi zivych porodi oproti standardni IVM je
tedy vyrazné vyssi, presto je to ale pomérn€ novd metoda a v produkei kvalitnich embryi a
dosaZeni Zivého porodu, jesté nebyla u ¢lovéka tak dobfe prozkoumana, bylo by tak dobré ji

podrobit vice testovani.
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(A)
Standartni IVM

GV stadium M stadium
VM kultura

(B)

Dvoufazové IVM

GV stadium GV stadium MII stadium
Pre-maturacni médium Maturaéni médium

Obr. 1 — (A) standardni IVM - oocyty jsou odebrany v GV stadiu a maturovany na maturacnim
médiu do MII stadia. (B) dvoufazovd IVM - oocyty jsou odebrany v GV stadiu a umistény do pre-
maturacniho média, kde dochazi k jejich inkubaci, poté jsou pfemisténé a maturované v matura¢nim

médiu do MII stadia (Upraveno z Yang et al., 2021).

5 Efekt vybranych AOX na [VM

V IVM podminkach dochézi k zvySenému mnozstvi vzniku ROS v oocytu. Jejich vznik
je v IVM podminkach ovlivnén mnoho exogennimi faktory, jednim z nich je koncentrace
kysliku. Ve folikularni tekutin€é v lidském téle je obsah rozpusténého kysliku okolo 1,5 % -
6,7 % (Redding et al., 2008), ale v IVM podminkéch je béZné pouzZivana koncentrace kysliku
5 % nebo 20 %. Vystaveni oocytll vys$Simu mnoZstvi kysliku, nez je za fyziologickych
podminek bézné, by tak mohlo vést k zvySeni produkce ROS. Studie zamétené na kvalitu
oocytl, produkovanych embryi a mnozstvi zivych porodi u ¢lovéka naznacuji, ze optimalnéjsi
koncentrace kysliku, zejména v brzkych stadiich vyvoje, je skutecné 5 % (Boumerdassi et al.,
2024; Herbemont et al., 2021; Kasterstein et al., 2013). Svétlo laboratote, v zdvislosti na jeho
intenzité a dob¢ vystaveni oocytl, také miize zvySovat mnozstvi produkce ROS, ¢imz dochézi
k snizeni miry maturace oocytll narusenim déliciho vieténka u savcii (Zhang et al., 2020).
Vzhledem k tomu, Zze v IVM podminkach jsou oocyty vystavené mnoho faktorim spojenych s

navySenim produkce ROS, je pfidani antioxidantl na jejich maturacni média prospésné k
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udrzeni balancu mezi ROS/antioxidant, zamezeni OS a tim zlepSeni vysledki IVM. Na IVM
médiich bylo jiz testovano mnoho AOX, kromé niZe podrobnéji zminénych se jedna napiiklad
o lykopen (Sidi et al., 2022), tanin (Yin et al., 2021), kyselina listova (Z. Yang et al., 2024) a

mnoho dalSich.

5.1 Koenzym Q10

Jak uz bylo vyse zminéno, koenzym Q10 je pienasec elektronu v elektron transportnim
fetézci a také neenzymaticky endogenni antioxidant. Testovani jeho vlivu na zlepSeni vysledki
IVM bylo provedeno Ma et al., (2020), v jejich studii vytvofili maturacni médium s ptfidanym
mnozstvim 50 pmol/L koenzymu Q10. Vyslo jim, Ze u Zen podstupujicich IVM ve véku 38 - 46
let doslo k zvySeni miry zrani oocytl oproti kontrole (82,6 % vs 63,0 %), také doslo ke snizeni
frekvence vzniku chromozomalnich aneuploidii (4,1 % vs 7,0 %). Pozitivni dopady koenzymu
Q10 na IVM oocytil byly také zaznamenany u skotu, kde doslo ke sniZzeni apoptdzy u oocytil
(Ruiz-Conca et al., 2022). Na druhou stranu, Maside et al., (2019) nezaznamenali pozitivni vliv

na IVM a fertilizaci oocytil prasat po ptfidanim exogenniho koenzymu do maturacniho média.

5.2 Melatonin

Melatonin je hormon a endogenni antioxidant, ktery mize byt syntetizovan pfimo v
lidskych kumuléznich bunkéach. Jeho pfitomnost v maturaénich médiich vede k snizeni
frekvence vzniku mitochondrialnich dysfunkci a redukci mnozstvi Ca** v cytoplazmé oocyti
(Y.-J. Liu et al., 2019), také mé v publikaci Wei et al., (2013) pozitivni vliv na podporu jaderné
maturace pii pouZzité koncentraci 1 nM u oocytll rozmrazenych po vitrifikaci podstupujicich
IVM. Yang et al., (2023) uvadéji, Ze melatonin v porovnani s kontrolou snizil mnozstvi ROS v
oocytu a vzniku aneuploidii, zvyS$il pomér kvalitnich embryi u Zen starSich 35 let (33,33 % vs
50,00 %), a produkci ATP mitochondriemi. Ve studii Rodrigues-Cunha et al., (2016), mél
melatonin také vliv na zvySeni produkce Cu/ZnSOD v COC.

53 Resveratrol

Utinek resveratrolu na lidské a mysi oocyty byl popsan v publikaci M.-J. Liu et al.,
(2018). Autofi resveratrol pfidali v koncentracich 0,1 pM, 1 pM a 10 uM do IVM médii oocyti
zen ve véku 38 — 45 let. Pozorovali, Ze pti pouziti koncentrace 1 uM resveratrolu je v porovnani
s kontrolou vy$§i mira maturovanych oocytii. Resveratrol také ptispival k omezeni Spatné
formace déliciho vieténka a podporoval spravné napojeni chromozomii na mikrotubuly, tim
muze snizovat miru aneuploidie. Stejné pozitivni zmény pozorovali i u mySich oocytl

(koncentrace resveratrolu byla 1 M), kde navic doslo k zvySeni miry transkripce SOD1 a CAT.
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V publikaci Jia et al., (2018) popisuji pozitivni efekt resveratrolu na zmirnéni meéknuti zony
pellucidy a podporu jejiho opétovného tvrdnuti u oocytli obéznich mysi, neoptimalni tuhost
zony pellucidy ptispiva k neschopnosti oplozeni. Resveratrol ma tak celkové kladny dopad na

zvyseni kvality oocytl u starSich mysi (48 — 52 tydnti) a Zen (38 — 45 let).

5.4 Kvercetin

Kvercetin je exogenni antioxidant ze skupiny flavonoidi, Cao et al., (2020) uvadéji, ze
jeho piidanim (10 uM) do matura¢niho média, doslo k zvySeni miry maturace oocytl oproti
kontrole (71,4 % vs 51,8 %) a zvySeni miry oplozeni (76,2 % vs 62,2 %). Autofi také pozorovali
témét dvojnasobné zvyseni tvorby blastocyst a zvySené mnozstvi kvalitnich blastocyst (28,6 %
vs 15,7 %) u zen ve veku 22 — 42 let. Pozitivni zmény zaznamenali i u starSich mys$i, kde vedl
k zvySeni transkripce antioxidantl, snizeni mnozstvi mitochondrialnich dysfunkci a apoptozy

u oocyti.

5.5  Vitamin C

U skotu ptisobeni vitaminu C (kyselina askorbovd) na IVM oocyty bylo podrobeno
studii Wang et al., (2024), jejich vysledky ukazaly, Ze ptfidanim 50 uM AA do matura¢niho
média doslo k nejvysSimu zvySeni miry maturace oocytii oproti kontrole (82,27 % vs 72,96 %),
na zvySeni miry ryhovani méla zase nejvyssi vliv koncentrace 20 pg/mL (67,95 % vs 63,55 %).
Z4dna z pouzitych koncentraci viak nenapomohla k zvyseni tvorby blastocyst. Podobnych
vysledkl doséhli 1 Dalvit et al., (2005), s tim rozdilem, Ze e své publikaci nepopisuji zvySenou
miru maturace oocytll skotu (pouzita koncentrace AA byla 5 mmol/l). Nohalez et al., (2018)
uvadéji, Zze u prasecich oocytl nedoslo pfidanim 50 pg/mL AA k zméné v mife maturace a
oplozeni oocytd, doslo vSak k zvySeni pieziti pfi rozmrazeni oocytl po vitrifikaci. AA tedy

nema piili§ pozitivni vliv na IVM u prasecich oocytt.

5.6  Vitamin E

Tao et al., (2010) otestovali vliv maturaéniho média obsahujiciho vitamin E (vit-E)
(pouzité koncentrace 10 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM) na maturaci prasecich oocyti
zbavenych kumularnich bunék. V jejich studii vyslo, Ze vit-E v zadné koncentraci statisticky
vyznamn¢ neovliviloval miru maturace a ryhovani prasecich oocytti, dochéazelo vSak k zvySeni
miry vzniku blastocyst u vSech pouZitych koncentracich v porovnani s kontrolou. S tim souhlasi
vysledky Tareq et al., (2012), v jejich experimentech aplikaci 1 mM vit-E do matura¢niho
média nedoslo k statisticky relevantni zméné€ miry maturace oocyti a vzniku blastocyst oproti

kontrole. Pfi pouziti kombinace vit-E a L-selenomethioninu (SeMet) (koncentrace Sug/l) ale
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doslo v porovnani s kontrolou k zvySeni miry maturace oocytil (85,1 % vs 67,6 %) a zvySeni
tvorby blastocyst (27,1 % vs 19,0 %). Samotny SeMet je ale schopen vyrazné zvySovat jak miru
maturace oocytl (80,2 % vs 67,6 %), tak tvorbu blastocyst (25,0 % vs 19,0 %). Kombinace Vit-
E a SeMet, nebo samotny SeMet, ale ne samotny Vit E, jsou tak pouzitelné pro zlepSeni kvality

oocytl a zvySeni podilu maturovanych oocytt.

5.7  Nobiletin

Nobiletin je flavonoid s nejvy$sim vyskytem u citrusi. Jeho efekt v rlznych
koncentracich (10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM) na IVM oocyta skotu byl zkoumén Cajas et
al., (2020). V koncentracich 25 uM a 50 pM nobiletinu doslo k zvySeni miry jaderné a
cytoplazmatické maturace, podpofe migrace mitochondrii v rdmci cytoplazmatické maturace,
snizeni mnoZstvi ROS ale i GSH (nizké mnoZzstvi GSH bylo nejspiS zpisobené jeho
spotfebovanim pfi eliminaci ROS), také doslo k zvySeni mitochondridlni aktivity v oocytech a
zvysené tvorbé blastocyst. Zbylé pouzité koncentrace (10 uM a 100 uM) nobiletinu nevyvolaly
statisticky vyznamné zmény na IVM oocyti. Feng et al., (2025) pii studii vlivu nobiletinu
(koncentrace 25uM) na IVM prasecich oocytil, dosli k podobnym zavérim tykajicich se
zvySeni kvality oocytl, redukci OS a sniZeni apoptdzy oocyti, ale v rozporu s piedchozi studii

zaznamenaly zvySené mnozstvi GSH.

5.8  N-acetylcystein

N-acetylcystein (NAC) je synteticky AOX. V experimentu Sun et al., (2021), pfidani
I mM NAC do matura¢niho média kravskych oocytil vedlo v porovnani s kontrolou k zvySeni
mnozstvi maturovanych oocytd (83,06 % vs 79,03 %), poctu kvalitnich dvoubunécnych stadii
embrya (92,93 %vs 88,30 %), blastocyst (41,69 % vs 37,15 %) a zvySeni mnozstvi
transkribovaného GSH. Vyssi koncentrace (10 mM) méla ale negativni vliv na oocyty. V
publikaci Gago et al., (2024) v mnozstvi ImM NAC, byl schopny oproti kontrole zvysit
frekvenci spravného uspofadani délicich vietének a spravnému sefazeni chromozomil na
ekvatoridlni roviné (94,39 % vs 83,33 % a 85,71 % vs 80,95 %). NAC také snizil mnozstvi

Spatné sestavenych délicich vietének u oocyti skotu.

5.9 SkQ1

SkQ1 (plastoquinonyl-decyl-triphenylphosphonium) je synteticky antioxidant,
piednostné piisobici v mitochondriich, kde je schopny zabranovat peroxidaci fosfolipidii v
membrandch. Jako efektivni AOX funguje uz ve velice nizkém mnoZstvi a ve vy$§im mnoZstvi

(1 uM) piisobi jako silny prooxidant (Antonenko et al., 2008). V publikaci Li et al., (2024)
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uvadéji, ze koncentrace 0,01 uM SkQ1 meéla proti kontrole pozitivni vliv na zvySeni miry
maturace mySich oocytl, v nasledné IVF dochazelo k zvyseni poctu délicich se embryi a tvorby
blastocyst, doslo také k zvySeni transkripce AOX a snizeni miry mitochondrialnich dysfunkeci.
Ve vyssim mnozstvi mél SkQ1 ale negativni vliv. Ve studii je dale uvedeno, ze nizsi mnozstvi

SkQT1 nez bylo pouzito by mohlo dosahovat jesté lepsSich vysledk.

5.10 ZnO-NPs

ZnO-NPs jsou nanocastice (Castice pod 100 nm) skladajici se z oxidu zinec¢natého.
Mohou byt pln¢ syntetizované za pouziti chemikalii nebo takzvané ,,zelené" za pomoci
rostlinnych extraktl, maji vysokou AOX a antibakteridlni schopnost (E et al., 2024; Soren et
al., 2018). Spravna koncentrace ZnO-NPs je dulezité pro jejich bezpecné fungovani, v publikaci
Camaioni et al., (2021) uvadégji, Ze mnozstvi 5 pg/ml ZnO-NPs zacalo byt toxické a zabranovalo
expanzi COC u mysi. Efekt ZnO-NPs na IVM kravskych oocytl byl zkouman ve studii Quintao
et al., (2024), kde bylo zjisténo, ze ptidani ZnO-NPs do maturacniho média oocytti vedlo k
snizeni mnozstvi ROS pritomnych v oocytech a embryich, ale na zvySeni miry maturace oocytt
a mnozstvi vzniklych blastocyst nemély zadny pozitivni efekt ani v jedné z pouzitych

koncentraci (1,0 pg/mL a 1,5 pg/mL).

5.11 CeO,-NPs

Nanocastice oxidu ceru (CeO2-NPs) jsou silnym AOX schopnym odstraiiovat velké
mnozstvi ROS (Rubio et al., 2016). V publikaci Ariu et al., (2017) uvadéji, ze ptidani CeO»-
NPs v zadné z pouzitych koncentraci (44 ng/mL, 88 pg/mL a 220 pg/mL) do matura¢niho
média nevedlo k zvySeni miry maturace oocytil skotu, ani k snizeni mnozstvi ROS pfitomnych
v oocytech. Pti pouZiti koncentrace 44 pg/mL doslo ale k zvySeni miry vzniku blastocyst oproti
kontrole (35,8 % vs 12,5 %), také doslo k snizeni transkripce pro-apoptotickych proteint. CeO»-
NPs tak byly schopné v koncentraci 44 pg/mL sniZit miru apoptézy a zvysit miru tvorby

blastocyst.

6  Zaver

Vysledky IVM jsou zavislé na slozeni maturacniho média a postupem ¢asu dochézi k
jejich zlepSovani. Pfiddvanim antioxidantli do IVM média oocytl je mozné vyrazné zlepsit jeji
vysledky, AOX maji totiz schopnost snizovat mnozstvi nadmérné¢ produkovanych ROS v ex
vivo podminkach. Antioxidanty tak maji potencidl minimalizovat vznik deformaci d€liciho

vieténka a vzniku aneuploidii zpisobenych OS, tim pfispivaji k celkovému zlepSeni kvality
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oocytl. Vysledky studii zamétenych na pouziti AOX v IVM médiich oocytt skute¢né ukazuji,
ze doslo k zvySeni efektivity IVM, kterd je v nekterych ptipadech uz i srovnatelné s IVF.

Vzhledem k Spatné dostupnosti lidskych oocyti pro laboratorni ucely, je ale efekt
urcitych antioxidantli prozkoumany jen na zvifecich modelech, kde v specifickych
koncentracich pro dany AOX vétsinou vedou k zlepseni kvality oocytl. V budoucnu by tedy
vyvojovou kompetenci oocytl u laboratornich zvifat i na ¢loveku.

Se zlepSujicimi se vysledky by mohlo v budoucnu dojit k ¢astéjSimu praktikovani IVM
pro Zeny podstupujici ART, ptfestoze IVM zatim neni tak uc¢innd jako IVF tak jeji vyhoda

spociva v eliminaci risku vzniku OHSS, nizsi cené a mensi casové narocnosti.
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