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Predslov

Oblast’ molekularnej bioldgie a embryologie predstavujii neoddelitelnu
sucCast’ neustdle sa rozvijajucich biologickych vied. Vedci sa kazdy den
ponaraju do odhalovania zahad obklopujicich zakladné aspekty zivota
s cielom pochopit’ zlozité mechanizmy, ktoré riadia ich vyvoj a progresiu. Od
génovej aktivity az po zlozité bunkové spojenia, tieto oblasti poskytuju novy
pohlad na zaklady Zivota.

V oblasti molekularnej bioldgie, konkrétne embryolégie, je vyskum a zber
vysledkov nanajvys dolezity. Schopnost’ zhromazd'ovat’ presné a spolahlivé
Udaje je rozhodujlca pre pokrok nie len v naSom chapani jednotlivych
molekularnych procesov, ale aj v celkovom rozvoji vyskumnikov, ktori su
vlastnou praxou schopni odovzdavat’ aktualne poznatky.

V ramci nasho vyskumu sa zameriavame na molekularne aspekty in vitro
maturacie oocytov a naslednej ranej embryogenézy cicavcov. Nasim cielom
je objasnenie z&kladnych molekularnych procesov a zvysenie Uspesnosti in
vitro produkcie embryi (IVP). IVP je aktudlne neoddelitelnou sucastou
biotechnol6gii a technik asistovanej reprodukcie, ktord poskytuje nadej pdrom
s diagnostikovanou primarnou resp. sekundarnou neplodnost'ou, Zenam so
syndrémom polycystickych vajeénikov alebo po prekonani onkologického
ochorenia.

Tato monografia je vysledkom vyskumnej ¢innosti timu kolegov, ktora Vas
ponori do podmanivej oblasti molekularnej biolégie a embryolégie. Objasni
ich délezitost’, vzajomnu prepojenost’ a aktualny pokrok dosiahnuty v tychto
disciplinach. Okrem teoretického prehl'adu poskytuje dana monografia aj zber
nasich aktualnych vysledkov a zahfia Siroku skalu technik vratane analyzy
génovej expresie, mikromanipulécie a zobrazovacich metod, ktorym sa
V ramci nadsho vyskumu venujeme.

Verime, Ze tidto monografia poskytne nielen aktualne poznatky zo
sledovanej problematiky, ale bude hlavne prinosom pre celd vedeckd
komunitu zaoberajucou sa molekularnou bioldgiou a embryolégiou.

Tymto spdsobom by sme taktiez radi pod’akovali naSim kolegom, ktori sa
podielali nie len na podpore spolo¢nej vyskumnej ¢innosti, ale aj na umozneni
nasho posobenia na viacerych medzinarodnych zahrani¢nych vyskumnych
instituciach.

ALEXANDRA ROSENBAUM BARTKOVA
&
FRANTISEK STREJCEK



1. Gametogenéza

U pohlavne sa rozmnozujucich druhov dochadza k vytvoreniu nového
organizmu fuziou dvoch Specializovanych buniek, nazyvanych gaméty.
Gaméty st haploidné bunky, ¢o znamena, Ze nesu jednu sadu chromozémov
(1n). KedZe pohlavne sa rozmnoZujlice organizmy su tvorené z diploidnych
buniek (kazdd bunka obsahuje dve sady chromozémov), fizia tychto dvoch
gamét obnovi normalny pocet diploidnych chromozomov (2n). Gaméty sa
tvoria pocas citlivého avysoko regulovaného procesu nazyvanom
gametogenéza (Saitou, Miyauchi, 2016; Saitou, Hayashi, 2021).

Gametogenéza je proces, pri ktorom dochédza ku vzniku pohlavnych
buniek, gamét, a je povazovana za prvy krok v reprodukcii. Na zaciatku je
charakterizovand pritomnost’ou prvotnych zarodo¢nych buniek, gametogonii,
ktoré sa transformuju na Specializované bunky a to samicie pohlavné bunky,
oocyty a samcie pohlavné bunky, spermie (Yamashiro et al., 2020).

Produkcia zivotaschopnych a funkénych gamét je nevyhnutna pre tspesnt
reprodukciu  a pokracovanie druhu. Vdaka hlbSiemu pochopeniu
gametogenézy cicavcov mozeme ziskat' prehlad o zlozitosti reprodukcie
a potencialne vyvinit' nové stratégie na rieSenie problémov neplodnosti
u T'udi, pripadne u zvierat. U cicavcov prebieha gametogenéza v gonadach,
semennikoch a vaje¢nikoch, a preto proces gametogenézy zahiiia dva odlisné
procesy: spermatogenézu a oogenézu (Obr.1) (L Hernault, 2006; Martin,
2008; Kupriyanova, Safronova, 2022).

Spermatogenéza je proces produkcie oplodnenia schopnych spermii.
Zahina niekolko §tadii vratane mitdzy, meidzy a spermiogenézy. Pocas
mitézy dochadza k rozdeleniu bunkového jadra, v ktorom dochadza
k zdvojeniu  genetickej informéacie atvorbe diploidnych  buniek,
spermatogonii. Meidza je typ bunkového delenia, ktory zniZuje pocet
chromozomov o polovicu ajej vysledkom je vznik haploidnych buniek,
nazyvanych primarne spermatocyty. Tieto primarne spermatocyty nasledne
podstupuji meidzu | za vzniku dvoch sekundarnych spermatocytov, ktoré
vstupuju do meidzy II za vzniku Styroch haploidnych spermatid. Spermatidy
potom prechadzaju procesom nazyvanym spermiogenéza, pocas ktorého sa
diferencuji na zrelé spermie. Spermiogenéza je poslednym S$tadiom
spermatogenézy, kde sa okruhle spermatidy diferencuji, ¢o zahfiia tvorbu
akrozému, ktory obsahuje enzymy potrebné na oplodnenie a vyvoj bicika
potrebného pre motilitu. Kone¢nym vysledkom je zrela spermia, ktora je
schopna oplodnit’ vajicko. Cely proces spermatogenézy trvad u Cloveka
priblizne 64-72 dni. Tento proces sa vyskytuje v semennych tubuloch
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semennikov aje regulovany réznymi hormonmi, vratane testosteronu
a folikuly stimulujaceho horménu (FSH) (Manku, Culty, 2015; Hermo et al.,
2018).

Oogenéza je proces produkcie oocytov. Zahfna tiez niekol’ko §tadii, vratane
mitézy, meiozy |, meidzy Il a subezne prebichajtcej folikulogenézy. Pocas
mitdzy sa zarodo¢né bunky delia a produkuju primarne oocyty, ktoré vstupujd
do meidzy I. V tomto S§tadiu je oogenéza zastavena az do dosiahnutia $tadia
pohlavnej dospelosti. V kazdom mens$truatnom cykle dochadza v jednom
primarnom oocyte k obnoveniu meidzy |za vzniku sekundarneho oocytu
a polového telieska prostrednictvom cytokinézy. Ak pocas ovulacie nastane
oplodnenie, tak dochadza k dokonceniu meiozy I1.

Pocas oogenézy st oocyty uzavreté v Struktarach zndmych ako folikuly.
Folikuly poskytuju podporu a vyzivu vyvijajicemu sa oocytu, kym nie je
pripraveny na ovulaciu. Jednym z aspektov oogenézy je tvorba pdlovych
teliesok, ¢o st malé bunky, ktoré su ,,vedl'ajsimi produktmi meidzy. Celkovo
je proces oogenézy nevyhnutny pre reprodukciu u cicavcov azohrava
kI"a¢ovu tlohu pri zabezpeéeni prezitia buducich generécii (Bukovsky et al.,
2005; Manku, Culty, 2015).

Interfaza Meldza | Meidza Il

Frofaza ll Melafaza ll Anafazall Telofazall

Profizal Metafazal Anafaza | Telofiza |
a cytokinéza = ’. —

.
e BN — k| — — Palove

o v :
= teliesko

Interfaza Meioza | Meioza ll Diferenciacia

!
L
.I.
:

Sy Ao
\b o — s e — —

Obrazok ¢. 1. Gametogenéza
(Zdroj: Alexandra R.Bartkova, 2023)
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2. Oocyt

Samicia reproduk¢nd sUstava predstavuje zlozity a prisne regulovany
systém zodpovedny za produkciu pohlavnych buniek schopnych produkcie
potomstva. Primarnymi organmi samicieho reprodukéného systému su
vajecniky, v ktorych doch&dza k produkcii vajicok (oocytov), ktoré si po
ovulacii transportované vajcovodmi do maternice, kde v pripade oplodnenia
dochéadza k uhniezdeniu embrya (Williams, 2002).

Oocyt teda mozno charakterizovat’ ako haploidn( sami¢iu pohlavnu bunku,
ktora zohrava kI"aGovi tlohu v ramci reprodukcie. Oocyt patri medzi sférické
bunky, pricom plati, Ze zrelé cicavéie oocyty st najvacsie bunky v sami¢om
tele. V priemere dosahuju velkost v rozmedzi 70-130 pum v zavislosti od
zivociSneho druhu (Wassarman, 2013; Levi et al., 2013).

Struktira oocytov je rovnaka ako v pripade eukaryotickych buniek (Obr.2).
Tieto sférické bunky su obklopené ochrannou vrstvou nazyvanou zona
pellucida. Zona pellucida slizi ako bariéra a sklada sa z glykoproteinov
znamych ako zona pellucida glycoprotein 1-3 (ZP1, ZP2, ZP3). Tieto proteiny
si vylu€ované samotnym oocytom, pricom ZP1 je najvacsi protein, ktory tvori
zaklad zona pellucida. ZP2 a ZP3 su zodpovedné za sprostredkovanie
interakcie pohlavnych buniek pocas oplodnenia. Pod zona pellucida sa
nachadza tzv. perivitelinny priestor. V fiom je mozné lokalizovat’ mikroklky
a cytoplazmatické vybezky folikularnych buniek (Malinsky, Lichnovsky,
Michalikova, 2004). Oocyt je obklopeny cytoplazmatickou membranou,
selektivne priepustnou bariérou, ktora oddel'uje vnutorné bunkové prostredie
od extracelularneho prostredia. Pozostava z fosfolipidovej dvojvrstvy,
Vv ktorej st ulozené rdzne proteiny ako sfingomyelin a cholesterol, ktoré
prispievaju k stabilite membrany.

Vo vnutri oocytu sa nachadzaji pocetné organely, ktoré su nevyhnutné pre
jeho funkciu. Jednou z tychto organel su mitochondrie, ktoré bunke poskytuju
energiu produkciou adenozintrifosfatu (ATP), kontrolou Ca®* aredoxnej
homeostazy. Oocyt tieZ obsahuje ribozomy, ktoré su zodpovedné za syntézu
proteinov, aendoplazmatické retikulum, ktoré hra ulohu v metabolizme
lipidov. Zasoby lipidov a mastnych kyselin prispievaju k tvorbe energie.
Predpoklada sa, Ze oocytarne mastné kyseliny st zdrojom metabolitov na
produkciu energie, ¢o dokazuje inhibicia P-oxidacie pocas dozrievania
oocytov. Oocyty tiez obsahuju fosfolipidy a cholesterol, ktoré su dolezité pre
tvorbu membran potrebnych na opakované bunkové delenie v ramci ranej
embryogenézy. Niektoré lipidy st ulozené vo vezikulach. Vezikuly su malé
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membranovo viazané Struktary podielajuce sa na rbéznych bunkovych
procesoch, ako je intracelularny transport, prenos signalu a komunikacia
medzi bunkami. Vezikuly st casto Uzko spojené sendoplazmatickym
retikulom, pricom niektoré okrem lipidov obsahuji amorfny a membranovy
material, Ca?* resp. N-acetylgalaktozamin (dé Avila, Silveira, 2019; Kirillova
etal., 2021).

Endoplazmatické retikulum mozno charakterizovat ako hrubé
endoplazmatické retikulum (RER) a hladké endoplazmatické retikulum
(SER). RER je charakteristicky svojim posiatym vzhl'adom v désledku
pritomnosti ribozomov pripojenych k jeho povrchu. Tieto ribozémy hraju
kl'acov tlohu pri syntéze proteinov, ktoré st bud’ urcené na sekréciu alebo
na zaclenenie do bunkovej membrany. Na rozdiel od RER nem& SER na
svojom povrchu ribozémy, ¢o mu dodava hladky vzhl'ad. SER v oocytoch sa
primarne podiela na metabolizme lipidov a syntéze steroidnych hormoénov.
Obsahuje enzymy zodpovedné za syntézu lipidov vratane fosfolipidov
a cholesterolu, ktoré st kI'a¢ové pre tvorbu bunkovych membran a produkciu
steroidnych horménov (Voeltz, Rolls, Rapoport, 2002; Goetz, Nabi, 2006).

Golgiho aparéat v oocytoch, rovnako ako v inych typoch buniek, pozostava
zo série splostenych, na sebe naskladanych vackov nazyvanych cisterny. Tieto
cisterny su vzajomne prepojené a tvoria komplexnu siet’ v cytoplazme blizko
bunkového jadra. Pocet a usporiadanie cisterien sa moze lisit’ v zavislosti od
Stadia vyvoja oocytov a konkrétneho druhu. Jeho primarnou tlohou je syntéza
a modifikécia glykoproteinov a proteoglykanov, ktoré hraju kl'a¢ovu tlohu pri
dozrievani oocytov, oplodneni aranom embryonalnom vyvoji. Okrem
glykozylécie sa Golgiho aparat v oocytoch podiel'a na tvorbe kortikalnych
grandl. Tieto membranovo viazané organely sa nachadzaju v kére, ktora je
najvzdialenejSou oblast’ou oocytu. Kortikalne granuly maju u l'udi priemer od
300 do 400 nm. Pocas dozrievania oocytov podlichaji podstatnym
distribuénym zmenam (McGinnis et al., 2018). Po oplodneni uvolfuju
kortikéalne granuly svoj obsah do perivitelinneho priestoru, ¢im vytvaraju
ochrannu bariéru, ktora zabranuje prenikaniu d’alSich spermii do oocytu. Tento
proces, znamy ako kortikalna reakcia, zabezpeCuje uspes$nu fuziu jedinej
spermie s oocytom a zabranuje tvorbe polyploidnych embryi (Chabin-Brion et
al., 2001; Liu, 2011; Yi et al., 2019).

Lamelarne Struktary su jedinecné membranové kompartmenty zloZené
z naskladanych membréan usporiadanych do lamelarneho alebo rdrkového
vzoru. Presna funkcia lamelarnych $truktar v cytoplazme oocytov nie je uplne
objasnena. Stadie vsak naznaluju, Ze tieto $truktiry moézu hrat’ tlohu pri
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transporte a skladovani roznych molekul, vratane proteinov a lipidov, pricom
sa moézu podielat aj na regulacii bunkovych procesov pocas maturacie
oocytov a skorého embryonélneho vyvoja (Liu, 2011).

Oocyt tiez obsahuje velké jadro, ktoré sa nazyva aj zarodo¢ny vezikul
(GV). V jadre je ulozeny geneticky material bunky a aj jadierko. Okrem tychto
organel najdeme v cytoplazme ulozené aj kruhové lamely tvorené skupinami
paralelnych cisterien. Ich funkcia nie je zatial’ objasnena, ale predpoklada sa,
ze vznikli delaminéciou jadrovej membrany resp. endoplazmatického retikula
(Mao et al., 2017; Almonacid et al., 2018).

"~ corona radiata

" " cytoplazma

~ jadierko

zona pellucida

Obrazok ¢. 2: Oocyt
(Zdroj: Wilhelmova et al., 2020)

2.1 Funkcie oocytu

Oocyty ako samicie pohlavné bunky sltiZia predovSetkym na to, aby sa
podiel'ali na oplodneni a zabezpecovali produkciu potomstva. Okrem toho
vSak maju aj inu funkciu a to pri tvorbe pohlavnych horménov. Na zéklade
nedavnych zisteni mozno oocyty taktiez oznaéit ako za regulatory
diferenciacie a aktivacie granuléznych buniek (GCs) prostrednictvom
produkcie a uvol'iovania rastovych faktorov. Zistilo sa, ze faktory vylucované
oocytmi moduluja bunkovy osud somatickych granuléznych buniek, ako aj
kvalitu a vyvinovl kompetenciu oocytov (Gilchrist, Lane, Thompson, 2008;
Belli, Shimasaki, 2018).

Centralna oocytarna regulacia zamerana na funkciu folikularnych buniek
zohrava rozhodujacu ulohu v regulacii oogenézy, rychlosti ovulacie
a plodnosti. Dochadza k nej prave na zaklade sekrécie rozpustnych rastovych
faktorov, oocytmi sekretovanych faktorov (OSF), ktoré pdsobia na susedné
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folikularne bunky a reguluju Siroké spektrum funkcii GCs a kumularnych
buniek (CCs).

Oocyt ako vysoko Specializovana bunka produkuje rastovy diferenciaény
faktor 9 (GDF9) a kostny morfogeneticky protein 15 (BMP15), ktoré hrajd
kla¢ovu ulohu pri regulacii funkcie vaje¢nikov. Tieto faktory modulujd
funkciu buniek granulézy, ovplyviiuju vyvoj folikulov, dozrievanie oocytov
aovulaciu. GDF9 aBMPI5 st c¢lenmi superrodiny transformujuceho
rastového faktora beta (TGF-B) asu priméarne produkované oocytmi
v ovaridlnych folikuloch. Tieto faktory hraja kIaicovu ulohu pri regulacii
funkcie granuldéznych buniek. Ukazalo sa, ze GDF9 podporuje proliferaciu
granuldznych buniek, zatial' <o BMP15 sa podiel’a na regulécii diferencidcie
granuléznych buniek. Interakcia medzi GDF9 a BMP15 s granuléznymi
bunkami je sprostredkovana réznymi signalnymi drahami. Jednou z takychto
dréh je draha PI3K/Akt, ktora sa podiel’a na synergickom nébore koaktivatora
p300 v oblasti prométora anti-Millerovho hormonu (AMH). Tento nébor
vedie k acetylécii histonu 3 lyzinu 27 (H3K27ac), ¢o ul'ah¢uje expresiu AMH
(Paulini, Melo, 2011; Belli, Shimasaki, 2018; Roy et al., 2018).

V rdmci procesu luteinizacie je mozné sledovat’ premenu granuléznych
buniek na lutealne bunky, ktoré si zodpovedné za produkciu progesteronu.
Tento proces spusta luteinizatny hormoén (LH) vylucovany hypofyzou.
Nedavne studie vSak ukazali, ze oocyt prave produkciou GDF9 a BMP15
taktieZ zohrava kI"ai€ovu ulohu pri luteinizécii buniek granul6ézy. Vylucenie
oocytu resp. jeho izolacia vedie k rychlej luteinizéacii granul6znych buniek,
ktora sa prirodzene prejavuje az po ovulacii (Field et al., 2014).

Prostrednictvom  obojsmernej interakcie medzi bunkami oocytu
agranulézy nastava ovplyvilovanie  rastu  amaturdcie  oocytov
prostrednictvom aktivinu a inhibinu, ktoré st produkované granul6znymi
bunkami a k regulécii granul6znych buniek prostrednictvom GDF9 a BMP15,
ktoré su produkované oocytom. Tato obojsmerna komunikacia je obzvlast
dolezita pocas luteinizacie (Obr.3). Studie ukazali, Ze oocyt hra kIi¢ova Gilohu
pri podpore diferencidcie granuloznych buniek na lutealne bunky. To sa
dosahuje sekréciou faktorov ako je GDF9, ktory podporuje expresiu markerov
lutealnych buniek ako je StAR (steroidogénny akttny regulacny protein) a 33-
HSD (3B-hydroxysteroid dehydrogenaza) (Paulini, O Melo, 2011; Belli,
Shimisaki, 2018).

GDF9 a BMP15 maju vyznamny vplyv aj na funkciu vajeénikov, konkrétne
reguluju vyvoj folikulov aovulaciu. Studie ukazali, ¢ GDF9 a BMP15
ovplyviujua kvalitu a vyvinovu kompetenciu oocytov. Tieto faktory podporuju
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produkciu  vysoko kvalitnych oocytov regulaciou expresie génov
podielajucich sa na dozrievani a oplodneni oocytov. V rdmci klinického
vyznamu su tieto poznatky dolezité z hladiska ich potencialu v podobe
diagnostickych markerov a terapeutickych cielov pre rézne reprodukéné
poruchy. Dysregulécia tychto faktorov bola spojena so stavmi, ako je syndrém
polycystickych ovarii (PCOS) apredCasna ovarialna insuficiencia (POI).
Pochopenie mechanizmov, ktorymi GDF9 a BMP15 reguluju funkciu
granuloznych buniek, by mohlo viest k vyvoju novych diagnostickych
nastrojov a cielenych terapii pre tieto stavy (Roy et al., 2018; Belli, Shimasaki,
2018).

GJA1

GJA1 GJA1 GIAL
SEANU - 17
GJA1
GJAT SMAD273 N! bt l BMPR2
) ] p ACVR1B
\’ k | ACVRIC
W TGFBR1

BMPR1B

ZONA
PELLUCIDA GIAM WKIT

Obrazok ¢. 3: Signalna draha komunikacie oocytu s bunkami granulézy
(zdroj: Upravené Swain, Pool, 2008)

2.2 Proces vzniku oocytu

Oocyty vznikaju pocas gametogenézy. U samic vSak mozno definovat’ dva
navzajom suavisiace procesy ato oogenézu a folikulogenézu. Oogenéza
prebieha vo vaje¢nikoch abyva zahajena uz pocas vyvoja plodu, kedy
dochadza k migrécii primordialnych zarodo¢nych buniek a kolonizacii
genitalnych hrebeniov. Po€as oogenézy zohravaju folikuly zasadna ulohu pri
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podpore avyzive Vvyvijajucich sa oocytov. Folikulogenéza sa tyka rastu
a vyvoja ovarialnych folikulov, ktoré obsahuju dozrievajuce oocyty.

2.2.1 Oogenéza

Oogenéza je zlozity proces, ktory zahfiia vyvoj jedinej haploidnej bunky,
oocytu. Tento proces vyzaduje sériu riadenych a regulovanych udalosti pocas
dlhsieho obdobia s cielom formacie kompetentnej bunky. Pocas oogenézy
mozno charakterizovat' tri Stadia ato S$tadium mnozenia, rastu a zrenia
(Bukovsky et al., 2005; Rodrigues et al., 2008; Virant-Klun, 2015).

Stadium mnoZenia je zah4jené v prenatélnej faze vyvoja jedinca. Pocas
vyvoja plodu dochadza v zarodo¢nom epiteli k proliferacii buniek rézneho
typu a jednym z nich su aj primordialne zarodo¢né bunky (PGCs) vznikajuce
zo zadného epiblastu. Proliferacia a nasledna migracia PGCs zo Zitkového
vaku vedie ku kolonizécii genitalnych hrebenov, kde dochadza k diferenciacii
PGCs do podoby oogdnii. Oogonie su prekurzorove bunky, z ktorych vznikaju
oocyty. SU lokalizované v zarodo¢nom epiteli na povrchu vaje¢nikov, kde
podliehaju niekol’konasobnému mitotickému deleniu (Grive, Freiman 2015).
Pocas delenia migruju do hlbsich ¢asti vaje¢nikov, kde vytvaraja zhluky, ktoré
je mozné vizualizovat’ pomocou pritomnosti synaptonemalnych komplexov
(charakteristicky znak homoldgnych chromozomalnych synapsii). Zhluky
zérodo¢nych buniek (tzv. hniezda) obsahuji mnohopocetné oogonie
ohrani¢ené somatickymi bunkami. Oogonie rastd a diferencujd sa na oocyty |.
radu, kedy dochadza k prechodu z mitotického delenia na meiotické delenie.
Somatické bunky sa diferencuju na granul6zne bunky a spolo¢ne s oocytom
vytvaraju primordialny folikul. V tomto §tadiu oocyt podlicha meiotickému
deleniu, ktore je zastavene v diploténnom stadiu meiotickej profazy I, az do
dosiahnutia pohlavnej dospelosti, ktora je sprevadzana prudkym narastom LH
(luteinizaény hormoén) v strede cyklu. Priblizne v ¢ase narodenia je
v primordiadlnom  folikule uloZzeny oocyt obklopeny jednou vrstvou
granuldéznych buniek, ktoré si medzi sebou pospajané prostrednictvom
vytvérania bunkovych adhéznych komplexov. Mork et al. (2012) popisal, Ze
oocyty a granuldzne bunky exprimuju viaceré funkéné proteiny ako nektiny a
kadheriny, ktoré su charakteristické prave pre vytvorenie adhéznych spojov.
V tomto ranom $tadiu exprimuju oocyty hlavne E-kadherin, pricom bunky
granulozy exprimuju N- kadherin. To znamena, ze intracelularne komplexy su
heterotypické. Absencia desmozomov ul'ahuje zmeny v asociacii medzi
oocytmi a granulé6znymi bunkami pocas rastovej fazy.
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Zahajenim rastovej fazy dochadza v oocyte k enormnému narastu objemu.
Tento narast odrdza akumulaciu organel, messengerovej ribonukleovej
kyseliny (MRNA) a proteinov, ktoré podporuju stadium skorej embryogenézy
po moznom oplodneni (Sanchez, Smitz 2012). Rastici oocyt taktiez podlieha
velkym ultrastrukturdlnym zmendm, ktorych zakladnou ulohou je zabranenie
polyspermatického oplodnenia, vytvorenie Specifickych vzorov DNA
metylacie, akumulécia proteinov zahrnutych v kontrole translacie mRNA do
subkortikalneho komplexu (Stewart et al., 2015).

Pocas rastu oocytov dochadza k zahajeniu rastu folikulov v procese
nazyvanom folikulogenéza. Zmenou dlazdicového tvaru granul6znych buniek
obklopujucich oocyt na kubicky dochadza k zahajeniu mitotického delenia
(Da Silva-Buttkus et al., 2008). V tomto Stadiu dochadza k zmene
primordidlneho folikulu na primarny. Ak oocyt nadalej rastie, tak aj
granuldzne bunky sa mnozia az pokryvaju cely rozsirujlici sa povrch oocytu
niekol’kymi vrstvami. Pocas pokracujuceho rastu oocytu dochadza
k vytvoreniu dutiny, antrum, ktora je vyplnena tekutinou. V tomto $tadiu sa aj
granul6zne bunky zac¢inaju rozliSovat’ do dvoch skupin a to:

e kumularne bunky obklopujuce oocyt,
e granuldzne bunky lemujice stenu folikulu.

Posledna faza vyvinu oocytov sa nazyva meioticka maturécia (Conti et al.,
2012; Coticchio et al., 2015). Maturacia resp. dozrievanie oocytov je
rozhodujdci proces vo vyvoji samiéich reprodukénych buniek. Je to kone¢na
faza oogenézy, pocas ktorej oocyt podlieha celému radu zmien, ktoré ho
pripravuju na oplodnenie a nasledny embryonalny vyvoj. V tomto $tadiu
dochadza k dokonceniu nie len prvého meiotického delenia, ale aj
sprievodnych  procesov  nevyhnutnych  pre nasledné oplodnenie
a embryogenézu. Maturaciu oocytu mézeme rozdelit’” do troch procesov a to
jadrové, cytoplazmatické a epigenetické dozrievanie.

Pocas maturacie oocytov dochadza k vyznamnym jadrovym zmenam, ktoré
st klI'aicové pre Gispesné oplodnenie a embryonalny vyvoj. Jadrové dozrievanie
zahtna sériu komplexnych dejov vratane kondenzacie chromatinu, rozpadu
zarodo¢nych vezikal (GVBD) a progresie z metafazy I (MI) do S§tadia
metafazy Il (MII). Tieto jadrové zmeny su prisne regulované a zohravaju
dolezitt tlohu pri zabezpecovani spravneho oocytarneho vyvinu.

Jednou z kI'icovych jadrovych zmien pocas jadrového dozrievania oocytov
je kondenzécia chromatinu. Pred zrenim je chromatin v oocyte v
dekondenzovanom stave, ktory je znamy ako zarodo¢ny vezikul (GV).

......
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chromatinu. Tento proces zahfiia zhutiiovanie chromatinovych vlékien,
vysledkom ¢oho je vysoko kondenzovana Struktiara. Kondenzéacia chromatinu
je nevyhnutna z niekol’kych dévodov. Po prvé, ul'ahcuje spravne zarovnanie a
segregaciu chromozémov pocas meidzy. Ako oocyt postupuje zo Stadia MI do
Stadia MII, kondenzovany chromatin sa vyrovnava a zorad’uje do metafdzove;j
platnicky, ¢im sa zabezpeCuje presnd segregacia chromozémov pocas
nasledného delenia (Smith, 2001; Sharma et al., 2018).

Okrem toho chromatinovd kondenzacia tiez hra tlohu pri ochrane
genetického materialu oocytu. Vysoko kompaktna chromatinova Struktira
poskytuje stabilitu a ochranu pred poskodenim DNA pocas roznych Stadii
vyvinu oocytov. Toto je obzvlast’ dolezité, pretoze oocyty st nachylné na
poskodenie DNA v dosledku predizeného zastavenia M fazy v stadiu
meiotickej profazy | (Smith, 2001; Rybska et al., 2018).

Z morfologického hladiska je mozné sledovat rozpad zarodoéného
vezikulu (GVBD), ktory mozno popisat’ v Styroch fazach:

e Stadium [I. oocyty Vtomto Stadiu su obklopené pocetnymi
kumularnymi bunkami, priom maji periférne ulozené jemne
granulované jadro s dobre viditelnou jadrovou membranou.
Chromatin je pritomny len v okoli jadierka v tvare kruhu alebo
podkovy.

o Stadium II. pred kone¢nym dozretim jadro oocytov je okruhle
s riedko kondenzovanymi chromozomami. Perivitelinny priestor
je uzky a kontakty medzi vybezkami kumularnych buniek a
oocytom su tesné typu gap junction. Inak je toto Staddium po
morfologickej stranke identické s predchadzajdcim.

e Stadium III: jadrovd membrana je eSte dobre viditel'na, jadierko sa
straca, zostava vSak po nom zretel'na svetlolomna plocha, straca
sa jemnad granuldcia nukleoplazmy. Kone¢né dozrievanie sa
zatina zvlnenim jadrovej membrany a spustenim kondenzécie
chromozdémov. Perivitelinny priestor sa zva¢suje a vrcholi rozpad
kontaktov medzi vybezkami kumuldrnych buniek a oocytom.

o Stadium IV jadierko sa celkom straca, jadrovd membrana je menej
zretelnd pricom vytvara Stihle vybezky. V jadre je viditelna
kondenzacia chromozomov.

Rozpad jadrovej membrany je spojeny s kondenzéciou chromatinu
a formaciou deliaceho vretienka. Deliace vretienko migruje zo stredu oocytu
na perifériu a nasledne dochadza k prvému meiotickemu deleniu (Bennabi,
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Terret, Verlhac, 2016). Chromozomy zostavajlce v oocyte sa organizuju do
Stadia metafazy druhého meiotického delenia. Inicidcia anafazy je poznacena
selekciou a segregaciou homoldgov. Oocyty postupujd telofazou, ¢o vedie
k cytokinéze a exkrizii polovice genetického materidlu vo forme prvého
poloveho telieska. Oocyty nasledne vstupuju do druhého meiotického delenia,
Vv ktorom ostavaju az do oplodnenia. Okrem tychto zmien dochadza aj
k translacnej aktivacii a znizenej expresii ur¢itych mRNA. Kortikalne granuly
migruju na perifériu oocytu, mitochondrie agreguju okolo deliace vretienka.
Granul6zne bunky exprimuji matrix, ¢o vedie k expanzii kumularnych buniek
a preruseniu fyzického kontaktu oocytu a somatickych buniek folikulu
(Cecconi et al., 2004; Cheeseman et al., 2016).

Cytoplazmatické dozrievanie je proces, pri ktorom cytoplazma oocytu
prechadza viacerymi biochemickymi a Strukturdlnymi zmenami potrebnymi
pre zabezpeCenie monospermatického oplodnenia a udrZanie ranej
embryogenézy. Cytoplazmatické zmeny, ktoré sa vyskytuju pocas dozrievania
oocytov, zahriiajua hlavne syntézu, aktivaciu a degradéaciu maternalnej mRNA,
redistribucii a usporiadanie organel, syntézu proteinov ¢i vytvaranie
zasobnych zivin potrebnych pre oplodnenie a ranu embryogenézu (Combelles
et al., 2002; Watson, 2007).

Pocas cytoplazmatického dozrievania oocytov dochéadza k redistribucii
organel, zmenam dynamiky cytoskletu a molekularnemu dozrievaniu.
V ramci redistribucie organel moZno sledovat syntézu ribozémov, €o sa
prejavuje fibrilogranularnou formou jadierka. Endoplazmatické retikulum sa
stava aktivnym a interaguje s cytoskeletom formou regulécie Ca?*, skladanim
a degradéaciou proteinov a pod. Mitochondrie ako syntetizatory ATP migrujd
pocas dozrievania z periférnej polohy do disperznej, ¢o je nevyhnutné pre
spravny embryonalny vyvoj. Okrem mitochondrii podliehaja migréacii aj
kortikalne granuly, ktoré sa z cytoplazmy prestvaju k okraju cytoplazmatickej
membrany. Dynamika cytoskeletu zodpoveda za chromozémovu segregéciu,
ale aj samotnl cytokinézu ¢i transport organel. Zmeny mozno detegovat’ na
arovni  mikrotubulov, aktinovych filamentov a strednych filamentov
(Trebichalska et al., 2021). Akékol'vek abnormality v cytoplazmatickom
dozrievani mozu viest’ k vyvinovym abnormalitdm a neplodnosti (Li et al.,
2011).

Epigenetické dozrievanie mozno charakterizovat’ ako sériu molekularnych
modifikacii neovplyviiujucich DNA sekvenciu. Epigenetické zmeny veda
k zmene génovej expresie a mozZu prebiechat’ nie len na $pecifickych doménach
(teloméry, centroméry), ale aj na drovni celého gendmu. Epigenetické
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modifikacie zahriiuju aj prechodné modifikacie nevyhnutné pre opravu
zlomov DNA resp. jedine¢nych zmien vyskytujlcich sa z dovodu mitotického
¢i meiotického delenia. Epigenetické modifikacie tak mozu vytvarat zmeny v
génovej expresii prostrednictvom metylacie DNA. Taktiez su zodpovedné za
posttranslacné modifikacie histonu, ako je metylacia histonu, acetylacia,
fosforylacia a poly (ADP) ribozylacia (Liang et al., 2012; He et al., 2021).

2.2.2 Folikulogenéza

Folikulogenéza je proces vyvoja ovarialnych folikulov, ktory vedie
k ovulacii a vyluceniu oplodnenia zrelého oocytu. Zakladnou jednotkou je
primordidlny folikul, ktory mozno definovat ako komplexnt Struktiru
pozostavajucu z oocytu obklopeného vrstvami buniek granulézy a theca.
Proces folikulogenézy je regulovany komplexnou sthrou hormonov a
signalnych molekul (Obr.4).

Folikulogenéza je dynamicky a cyklicky proces charakterizovany
drastickymi zmenami v pocte a velkosti réznych typov buniek pritomnych vo
vaje¢niku. Niektori autori uvadzaji, Ze byva zahajena vo fetalnom $tadiu
migraciou primordidlnych zarodo¢nych buniek (PGCs) smerom Kk
embryondlnym genitalnym hrebeiom. Akonahle PGCs dosiahnu genitalny
hreben, vytvori sa bipotencidlna gonada, ktora sa nésledne transformuje bud’
na vaje¢nik alebo semennik. V¢asna folikulogenéza je nasledovne definovana
progresiou malych primordidlnych folikulov a je neoddelitelnou sucast'ou
menstruaéného resp. estrdlneho cyklu. Tvorba primordialnych folikulov
oznaCuje zaciatok vcasnej ovaridlnej folikulogenézy, po ktorej nasleduji
jednotlivé stadia formovania primarnych, sekundarnych, terciarnych
a Graafovych folikulov (Hardy et al., 2000; Rybska et al., 2018).

Stadia folikulogenézy mozno rozdelit do troch &asti: vyvin folikulov,
selekcia folikulov a nakoniec ovulécia a luteinizacia. V procese vyvinu
folikulov sa zhluky malych nezrelych folikulov zhromazd'uju a podliehaju
vyvojovym zmendm formaciou na vicsie, zrelé, antralne folikuly. V $tadiu
selekcie a ovulacie sa z pocetnych vyvijajtcich sa antralnych folikulov vyberu
tie najvhodnejsie folikuly (u ¢loveka je to va¢sinou jeden za mesiac), ktore
podliehaju ovulaénym zmenam. Nakoniec, pocas luteinizacie, sa zvySkové
bunky vo vnutri prasknutého folikulu spoja a vytvoria zIté teliesko (corpus
luteum). Jeho priméarnou funkciou je produkcia progesterénu, ktory napomaha
zahustovat’ vystelku maternice, vd’aka comu je pripravend na implantaciu
oplodneneho oocytu (Smitz, Cortvrindt, 2002; Rimon-Dabhari et al., 2016).
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Pochopenie procesu folikulogenézy je klI'icové pre vyskum reprodukéného
zdravia a Kklinicka prax. Prisna regulédcia prostrednictvom endokrinnych
faktorov (gonadotropné hormdny, cytokiny, cykliny a pod.) moze byt
naru$ena hormonalnou nerovnovahou alebo genetickymi mutaciami veducimi
k poruchadm reprodukcie resp. k vzniku neplodnosti (Hughes, Gorospe, 1991).

Formovanie ovarialneho folikulu

Pocas embryonélneho vyvoja obsahuju vajecniky vel'ky pocet pohlavnych
buniek. Primordidlne pohlavné bunky moézeme prvykrat identifikovat v
stene Zitkového vaku. Tieto premeiotické pohlavné bunky sa nazyvajl
oogobnie a ich pocet vo vajecnikoch postupne narastd mitotickym delenim.
Najvicsia mitoticka aktivita je zaznamenana v prenatalnom vyvoji a kratko po
narodeni. Po ukon¢eni mitotického delenia nastava zmena klasifikacie oogonii
na primarne oocyty, ktorych pocet je v danom $tadiu konecny. Priméarne
oocyty sa zacinajii obklopovat’ plochymi pre-granuloznymi bunkami, ¢im
vznikna primordialne folikuly. Primordialne folikuly st najskor$im $tadiom
vyvoja folikulov, ktoré st v stave pokoja az do dosiahnutia pohlavnej
dospelosti (Picton, 2001; Fortune, 2003).

Rast folikulu

Primérne folikuly sa tvoria az aktivaciou primordialnych folikulov, ¢o
predstavuje komplexny proces, ktory zahfia aktivaciu signalnych drah a nabor
podpornych buniek. Poc¢as vyvoja primarnych folikulov bunky granuldzy
menia svoj plochy tvar avytvarajd jednu vrstvu kubickych buniek.
Granuldzne bunky podliehaja proliferéacii a vytvaraju okolo oocytu viaceré
vrstvy, ¢im dochadza k formovaniu rastuceho sekundarneho folikulu. Oocyt
tiez zacina rast’ a podliecha meiotickému deleniu. Bunky theca sa zacinaji
diferencovatt a obklopuji bunky granulézy. Primarny folikul je
charakterizovany pritomnost'ou zona pellucida. Zona pellucida zohrava
rozhodujicu ulohu pri oplodneni tym, Ze zabraiiuje polyspermii (oplodnenie
oocytu viacerymi spermiami) (Oktem, Urman, 2010; Hornick et al., 2013).

V tomto Stadiu je maly rastici folikul zasobovany jednou resp. dvoma
artériami, ktoré vytvaraju siet’ kapilar siahajucu po bazalnu membranu. Tym
je zabezpecena cirkulacia faktorov potrebnych pre d’al$i vyvoj folikulu.

Sekundéarny folikul postupne rastie a bunky priliehajice z vonkajsej plochy
na bazalnu membranu sa diferencuju do dvoch vrstiev: theca folliculi interna
a theca folliculi externa. Bunky theca interna postupne nadobudaju charakter
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steroido-sekre¢nych bunick. Bunky periférne od theca externa majd
vretenovity tvar a splyvaju s okolitou stromou.

Ako folikul rastie, vytvaraju sa medzi granuléznymi bunkami dutinky
vyplnené tekutinou, ktoré su zdkladom antra - vznika antralny folikul
(Oxeneder et al., 1979). V antralnom folikule sa diferencovali granul6zne
bunky na: cumulus oophorus - bunky obklopujuice oocyt, antralne granul6zne
bunky - bunky obklopujuce antrum, bunky theca interna a externa - bunky v
blizkosti bazalnej membrany folikulu. Rychlym rastom malych antrélnych
folikulov dochadza k nahromadeniu tekutiny v antralnej dutine. Tento proces
je ukonceny gonadotropinmi, ktoré sposobia ovulaciu oocytu. Graafove
folikuly za¢inaji vaskularizovat’ a zhruba 1 hodinu pred ovulaciou sa uvolni
bazalna membréna a kapilary za¢inaju prenikat’ hlbsie do $truktar folikulu.

K ovulacii dochadza, ked’ zrely folikul praskne, ¢im sa oocyt uvolni do
vajcovodu. Ovulacia prebieha v troch Stadidch: folikuldrna faza, samotnd
ovulacia a lutedlna faza. Folikularna faza je charakterizovana vznikom
Graafovho folikulu, v ktorom je umiestneny oplodnenia schopny oocyt.
Prudky narast LH spasta samotnd ovulaciu. Zrely oocyt sa uvolni z
dominantneho folikulu a putuje vajcovodom smerom k maternici. Oocyt ma
zivotnost’ asi 24 hodin, pocas ktorych moze byt’ oplodneny spermiami. Tretim
Stadiom ovulacie je lutedlna faza. Po ovuldcii sa prasknuty folikul vo
vajeCniku premeni na S$trukturu nazyvanu zIté teliesko, ktoré produkuje
progesteron. Progesteron pomdha d’alej zahustovat vystelku maternice a
pripravuje ju na potencialne tehotenstvo. Ak oocyt nie je oplodneny, zIté
teliesko sa rozpadne a hladina estrogénu a progesteronu sa znizi, ¢o vedie k
odlupovaniu vystelky maternice a zaciatku nového menstruaéného cyklu.

Zaujimavé je spojenie gap junction medzi granuléznymi bunkami a
oocytom naprie¢ zona pellucida. Toto spojenie sprostredkovava intracelularnu
komunikaciu a transport malych molekdl medzi bunkami (syncytium) a
zaroven poskytuje granul6znym bunkam i kontrolu nad pokracovanim meidzy
(Wiesen, Midgley,1994; Kidder, Mhawi, 2002).

Rast folikulu nie je linearny proces. Vo vaje¢nikoch existuju tri Stadia
folikulogenézy: preantralne rastové, zakladné a exponenciilne Stadium.
Preantralne rastové $taddium zacina premenou primordidlneho folikulu na
primarny a kon¢i formovanim preantralneho folikulu. U ¢loveka nie je dosial’
zname casoveé rozpitie tejto rastovej fazy. Na zaklade porovnania u opic
(Zeleznik et al., 1980) a potkanov (Hirshfield, 1985), kde je tento proces vel'mi
pomaly sa odhaduje, Ze u l'udi trva az niekol’ko mesiacov. Zékladna rastova
faza sa zaCina preantralnym folikulom a konci terciarnym folikulom. U
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Cloveka tento proces trva asi dva mesiace a na konci tohto procesu dosahujd
folikuly v priemere 2-5 mm (Govan, Black, 1975). Exponencialna rastova faza
trvd u Cloveka 21 dni, pocas ktorych niektoré antrdlne folikuly zacinaju
dozrievat’ v lutedlnej faze menstruacného cyklu. Vysledkom je dominancia
ur¢itych folikulov, ktoré su predurcené k ovuldcii. Pocet dominantnych
folikulov je druhovo Specificky. Typické pre tieto folikuly je vysoka mitoticka
aktivita granul6znych buniek, vysoka estrogénova a androgénova hladina a
vécsie rozmery.

bazilna membrina
Primordidlny folikul 9 e i
. granuliznc bunky

Primﬁrlly folikul granulozne hunky

oocyt

zona pellucida

bazailna membrana

Sekund:irny folikul 5 granulézne bunky
0 vocyt
~ zona pcllucida

tékalne bunky

theea externa

bazilna membrina

Tercidrny folikul zona pellucida

vocyt

antrum

granulézne bunlcy

Graafov folikul

Obrazok ¢. 4: Folikulogenéza
(Zdroj: Upraveneé z Vantman, Vega, 2010)
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2.3 Regulécia meiotickej maturacie in vivo

Maturacia oocytov je zlozity proces, ktory je regulovany réznymi
horménmi a signdlnymi drahami. Maturaciu oocytov je mozné
charakterizovat’" z pohl'adu bunkového cyklu ako prechodnt fazu medzi
diakinézou a metafazou prvého meiotického delenia (Fan, Sun, 2013). Pocas
meiotickej maturdcie dochadza k ziskavaniu oocytarnej vyvinovej
kompetencie, pricom narusenie tohto procesu je rozhodujuce pre uspesné
oplodnenie a embryonalny vyvoj. Regulacia maturacie moze byt rozdelena
na:

e regulaciu oocytarnej maturacie: je to zlozity a vysoko koordinovany
proces, ktory zahffia rézne bunkové a molekularne mechanizmy
zodpovedné za forméciu kvalitného a oplodnenia schopného oocytu.

o reguldciu folikularneho rastu

2.3.1 Regulécia meiotickej maturéacie oocytov

U samic cicavcov dochadza k iniciécii maturacie oocytov uz pocas vyvoja
plodu. Meidza, proces bunkového delenia, produkuje haploidné gaméty a je
zahajena uz pred narodenim. Maturacia sa zastavuje v diploténnom s$tadiu
profazy prvého meiotického delenia, v $tadiu primarnych oocytov. Zastavenie
maturacie mozno oznacit za tzv. meioticky blok, ktory je regulovany
cyklickym adenozinmonofosfatom (CAMP) a systémom natriuretického
peptidového prekurzora typu C/natriuretického peptidového receptora (NPR2)
(He et al., 2021).

CAMP je syntetizovany nie len samotnymi oocytmi, ale aj somatickymi
bunkami. Pocas maturacie oocytov prechadzaju hladiny cAMP dynamickymi
zmenami, ktoré st prisne regulované. Spociatku vysoké hladiny cAMP
udrzuju oocyt v meiotickom bloku, ¢o vedie k zabezpeceniu spravnej
synchronizécie a rozdeleniu genetického materidlu oocytu. Znizenie hladin
cAMP vedie k obnoveniu meiotickej maturacie. Tento pokles je primarne
sprostredkovany enzymom fosfodiesterazou 3A (PDE3A), ktory hydrolyzuje
cAMP na jeho neaktivhu formu, AMP. ZniZenie hladin cAMP zmiernuje
inhibiciu faktora podporujuceho maturaciu (MPF) a komplexu proteinov,
ktoré napomahaju maturacii. Aktivacia MPF vedie k rozpadu jadrového obalu,
preskupeniu cytoskeletdlnych komponentov a d’alSim bunkovym zmenam
nevyhnutnych pre dozrievanie oocytov (Jaffe, Egbert, 2017; He et al., 2021).

NPPC/NPR2 systém je zlozeny z NPPC (natriureticky peptidovy prekurzor
typu C), ¢lena rodiny natriuretickych peptidov a natriuretického peptidového

25



receptora 2 (NPR2), ktory je exprimovany v oocytoch a kumularnych
bunkach, ktoré ho obklopuju. NPPC bol pévodne identifikovany ako regulator
kardiovaskularnej funkcie, avsak viaceré §tadie odhalili jeho vplyv aj na
dozrievanie oocytov. NPPC prostrednictvom svojho receptora, NPR2 vedie k
zvySeniu hladin cyklického guanozinmonofosfatu (GMP), ktory inhibuje
aktivitu PDE3A. To ma za nasledok udrziavanie vysokych hladin cAMP a
meiotické zastavenie v oocyte. Pritomnost’” NPPC vo folikularnej tekutine
obklopujucej oocyt naznacuje jeho lokalnu produkciu a parakrinny uc¢inok na
kumulus-oocytarny komplex (Liu et al., 2017).

Obnovenie maturacie je sprevadzané dosiahnutim pohlavnej dospelosti,
ktora je na hormondlnej tirovni sprevadzana ovula¢nou vinou luteinizacného
hormoéonu. LH, hormoén vyluCovany prednou hypofyzou, je klicovym
regulatorom maturécie oocytov. LH sa viaze na svoj Specificky receptor
(LHR) pritomny v granuléznych bunkach, ¢im sptsta kaskadu udalosti.
Prostrednictvom parakrinnej signalizacie dochadza v kumulus-oocytarnych
komplexoch (COCs) k znizeniu expresie NPR2 v kumulérnych bunkéch,
naru$enim gap junctions epiregulinom a ampiregulinom a k poklesu cGMP.
Znizenie koncentracie cGMP zmierfiuje inhibiciu meiotickej progresie, ¢o
umoziuje oocytom obnovit meidzu.

Znizenim koncentracie cGMP dochadza aj k znizeniu cAMP, ¢o ma za
nasledok aktivaciu MPF. MPF mozno charakterizovat’ ako komplex zlozeny
z dvoch kl'a¢ovych zloziek: cyklin-dependentna kinaza 1 (CDK1) a cyklin B.
Aktivicia MPF je kritickym krokom pri obnoveni maturdcie oocytov.
Poklesom cAMP dochédza k zastaveniu inhibi¢nej fosforyldcie CDKI, ¢o
vedie k aktivacii MPF a sérii udalosti ako fosforylacia substratov, vratane
proteinov zapojenych do rozpadu jadrového obalu, zostavenia vretienka a
kondenzacie chromozémov. Tieto udalosti spolo¢ne podporuji ukoncenie
prvého meiotického delenia, ktorého vysledkom je oocyt s vyli¢enym prvym
polovym telieskom (PB1). Vylufenim PB1 sa znizuje aktivita MPF
degradaciou sekurinu a cykliku B aje mozné detegovat segregaciu
homoldégov riadenu spindle assembly checkpointom (SAC) a anaphase
promoting complexom (APC) (Fan, Sun, 2019).

SAC zabezpecuje presnt segregaciu chromozomov pocas delenia buniek a
monitoruje pripojenie chromozémov k vretenovému aparatu, ¢im oneskoruje
anafazu, kym nie st vSetky chromozomy spravne zarovnané. SAC je
sprostredkovany skupinou proteinov vratane Madl, Mad2, Bubl, BubR1 a
Mpsl. SAC inhibuje APC vytvaranim difuzneho inhibitora nazyvaného
komplex mitotickych kontrolnych bodov (MCC). MCC sa viaze na APC a
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inhibuje ho, ¢im brani degradacii cyklinov a sekurinov. Akonahle su vsetky
chromozémy spravne zarovnané¢, MCC degraduje, ¢o umoziuje aktivaciu
APC (Blengini et al., 2021).

Komplex podporujuci anafazu (APC) je multi-podjednotkové E3 ubikvitin
ligza, ktora riadi progresiu bunkového cyklu cielenou degradaciou
Specifickych proteinov, vratane cyklinov a sekurinov. Aktivacia APC je
zahajena degradaciou inhibi¢ného proteinu Emil a vedie k degradacii
cyklinov (CDKI1) a sekurinov, ¢o spusta nastup anafdzy a ukoncenie
dozrievania oocytov (Yamano, 2019).

DovfSenie oocytarnej maturdcie v pripade cicavcov nastdva az po
oplodneni aprave preto je tento proces prisne regulovany viacerymi
bunkovymi a molekuldrnymi reguldtormi. Aktivicia mitogén-aktivovanej
protein kindzy (MAPK), zapojenie MPF, reguldcia cAMP a vapnikova
signalizécia patria medzi kI'i€¢ové mechanizmy, ktorymi sa riadi toto kritické
stadium reprodukcie. Po oplodneni prienik spermie spusti sériu vapnikovych
oscilacii v cytoplazme oocytov. Tieto oscilacie si sprostredkované
uvolfiovanim véapnika z vnutrobunkovych zisob a prilevom vapnika z
extracelularneho prostredia. Vapnikové oscilacie aktivuju downstream
efektory, vratane vapnikovo zavislych kindz a fosfatdz. Meioticka maturécia
sa po oplodneni oocytu obnovi a vysledkom je vylicenie polovice sesterskych
chromatid v podobe druhého polového telieska (Ma et al., 2017; Wassarman,
Litscher, 2022).

2.3.2 Regulécia folikularneho rastu

Hormony hraja kI"a¢ovu tlohu aj pri regulécii rastu folikulov u cicavcov.
Os hypotalamus-hypofyza-gonady (HPG) riadi tento proces prostrednictvom
série zloZitych hormonalnych interakcii. Hypotalamus vylu€uje gonadotropin
uvolfiujici hormon (GnRH), ktory stimuluje predna hypofyzu k uvolfiovaniu
FSHa LH.

LH indukuje kone¢né dozrievanie oocytu, zatial' ¢o FSH stimuluje rast a
vyvoj ovarialnych folikulov. Formovanie primordialnych folikulov prebieha
aj bez ucasti gonadotropinov, vzhl'adom nato, ze u zien s Kallmanovym
syndromom boli folikuly pritomné aj pri absencii gonadotropinového
receptora (Sungurtekin et al., 1995). Jednym z rozhodujicich momentov
folikulogenézy je vstup do rastovej fazy, kedy premena plochych pre-
granuloznych buniek primordialneho folikulu v kubické granul6zne bunky je
riadena na zaklade koncentracie gonadotropinov (Sungurtekin et al., 1995).
Gonadotropiny taktiez zodpovedaji za premenu primarneho folikulu do
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podoby skorého antrdlneho folikulu. Najviac regulovanou fazou je
exponencialna faza zahiiajiaca prechod antralneho folikulu do ovula¢nému
folikulu, delenie granuléznych buniek a zvySenie steroidogenézy. Je
pravdepodobné, Ze gonadotropiny st synergistami so steroidnymi horménmi.
Granul6zne bunky zvacSuju svoju proliferacnu aktivitu, ¢o koreluje so
zvysenou hladinou FSH.

Okrem gonadotropinov sa na regulacii folikularneho rastu podiela aj
estrogén a progesterdn, ktoré st produkované vyvijajacimi sa folikulmi
a zltym telieskom. Oba po6sobia ako spatna kontrola pre funkciu HPG osi.
Estrogén inhibuje sekréciu GnRH a FSH, ¢im brani nadmernému vyvoju
folikulov. Znizenie FSH vedie k atrézii nedominantnych folikulov. Tym
padom gonadotropiny nestimuluju iba rast, ale ich absencia sp6sobuje aj
atréziu folikulov (Grady, Greenwald, 1968). Naproti tomu progesteron
inhibuje sekréciu LH, ¢im zabranuje predCasnej ovuldcii. Tato jemna
rovnovaha medzi stimula¢nymi a inhibi¢énymi horménmi zabezpecuje riadend
progresiu rastu folikulov (Wu, Xu, Wang, 2007; Ding et al., 2022).

Okrem hormonalnej regulacie zohravaju v regulécii rastu folikulov
kla¢ova ulohu aj parakrinné a autokrinné faktory v ramci ovarialneho
mikroprostredia. Tieto faktory zahffiaji rOzne rastové faktory, cytokiny a
chemokiny vyluc¢ované bunkami granulézy, bunkami theca a samotnymi
oocytmi. Jednym z kI'icovych rastovych faktorov podiel'ajicich sa na vyvoji
folikulov je superrodina transformujuceho rastoveho faktora beta (TGF-p).
Clenovia tejto rodiny, ako su kostné morfogenetické proteiny (BMP) a rastové
diferenciacné faktory (GDF), ktoré reguluja proliferaciu, diferenciaciu a
steroidogenézu buniek granuldzy. Rastovy diferenciaény faktor 9 a kostny
morfogeneticky protein 15 zohrdvaju klI'a¢ovu tlohu pri regulacii proliferacie
granuldoznych buniek a kvality oocytov. ZloZita suhra medzi tymito
parakrinnymi a autokrinnymi faktormi zabezpecuje spravny rast a dozrievanie
folikulov (Trombly, Woodruff,Mayo, 2009; Patton, Madadi, Pangas, 2021).

Rastové faktory podobné inzulinu (IGF) a ich vazbové proteiny (IGFBP)
su taktiez rozhodujuce pre rast folikulov a maturaciu oocytov. Na regul&cii
rastu folikulov u cicavcov sa podiela viacero signdlnych dréh. Jednou z
kl'aCovych drah je draha fosfatidylinozitol 3-kinaza (P13K)/proteinkinaza B
(Akt). Aktivacia tejto drahy podporuje prezitie buniek granulézy, proliferaciu
a steroidogenézu. Okrem toho draha MAPK reguluje proliferaciu a
diferenciaciu granuloznych buniek. Dalsou kritickou signalnou drahou
zapojenou do rastu folikulov je draha Wnt/p-kateninu. Aktivacia tejto drahy
podporuje proliferaciu granuléznych buniek a inhibuje apopt6ézu. Signalna
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drdha Notch navySe hra ulohu pri ur€ovani osudu granul6znych buniek a
folikularnej selekcii (Zhang et al.,2011; Vanorny et al.,2014).

Epigeneticke modifikacie, vratane metylacie DNA a modifik&cii histonov
modzu tiez ovplyvnit’ regulaciu rastu folikulov. Tieto modifikacie mo6zu zmenit
vzorce génovej expresie, ¢o ma vplyv na vyvoj a dozrievanie folikulov
(LaVioe, 2012).

2.4 In vitro maturéacia oocytov

Dosiahnutie vyvinovej kompetencie oocytov je mozné aj v in Vitro
podmienkach pomocou in vitro maturacie (IVM). In vitro maturacia oocytov
je technika, ktora zahffia dozrievanie oocytov mimo tela, v laboratornom
prostredi. Na rozdiel od tradi¢nych superovula¢nych metéd, si IVM
nevyzaduje hormonalnu stimulaciu samic (Hatirnaz et al., 2018). Tato metoda
preto predstavuje potencidlnu metdodu ART a slizi aj na vyskumné ucely
spojené s liecbou neplodnosti, ktora postihuje miliény parov na celom svete.

Aktualne vSak nedochadza k rozSireniu tejto metodologie a skor sa
pozornost’ presuva na optimaliz&ciu in vitro prostredia s ciel'om zvysit' mieru
uspesnosti produkcie embryi ako alternativne rieSenie problémov s
neplodnostou stvisiacimi s polycystickymi vajecnikmi (PCOS) alebo
chemoterapiou (de Ziegler et al., 2012).

Hlavnhym znakom IVM je, Ze na produkciu kompetentnych oocytov
vyuziva nezrelé oocyty, Ktoré sa ziskaju z vaje¢nikov pred dokoncenim
maturacie. Tieto nezrelé oocyty potom dozrievajua v laboratérnych
podmienkach, kde su vystavené kultivacii v $pecifickych médiach doplnenych
o hormény a rastové faktory. PouZitie suboptimalnych kultivaénych
podmienok pocas IVM mdze ovplyvnit kompetenciu oocytov a celkovi
zivotaschopnost’ embryi. Ziskanie pochopenia kritickych a klucovych
aspektov technologie IVM by mohlo podporit’ vyvoj a zlepSenie kultivacnych
podmienok, ktoré ved( k ziskaniu oplodnenia schopnych oocytov (Obr.5)
(Bahrami, Cottee, 2022).

Proces IVM zvycajne zahfnia tri fazy: ziskanie oocytov, in vitro maturacia
oocytov a oplodnenie. Pocas fazy ziskavania oocytov sa nezrelé oocyty
odoberaju z vaje¢nikov zivych jedincov pomocou ultrazvukom riadenej
aspiracie. V pripade vyskumu a vajeénikov odobratych z modelovych
organizmov, z bitinkov, dochadza k izolacii oocytov aspiraciou folikulov.
Nasledne sa nezrelé oocyty prenest do laboratdrnej misky obsahujucej
Specidlne kultivaéné médium, ktoré obsahuje potrebné hormoény a rastové
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faktory na ich dozrievanie. Po obdobi dozrievania sa oocyty oplodnia bud’
konven¢nym IVF alebo intracytoplazmatickou injekciou spermii (ICSI).

Jednou z hlavnych vyhod IVM je, Ze nevyzaduje pouzitie vysokych davok
hormoénov na stimulaciu vaje¢nikov, o moze viest' ku komplikaciam, ako je
syndrom ovarialnej hyperstimulacie. Vd’aka tomu je IVM bezpecnejSou a
menej invazivnou alternativou k IVF, najmé pre zeny, ktoré st vystavené
riziku vzniku tychto komplikéacii. IVM ma tiez potencidl byt nakladovo
efektivnejSie ako IVF. Pretoze IVM nevyzaduje pouzitie vysokych davok
hormoénov, mdze sa vykonat’ v kratS§om Case a s mensim poc¢tom stimulujdcich
lieCiv, ¢o mbze znizit' celkové naklady na liecbu. Vzhl'adom nato, ze IVM
pouziva nezrelé oocyty, ktoré sa ziskaji z vajecnikov pred ich Uplnym
dozretim, je mozné ziskat’ viac oocytov za cyklus ako pri konvenénom IVF,
¢o mdze zvysit Sance na uspech.

Dalsou potencidlnou vyhodou IVM je, Ze moZe byt vhodnou moznostou
pre zZeny, ktoré maji urcité zdravotné t'azkosti, ktoré z nich robia zlych
kandidatov na konvenéné IVF. Napriklad Zzeny s PCOS mo6zu mat’ zvysené
riziko vzniku ovaridlneho hyperstimulacného syndromu s IVF, ale mézu byt
schopné podstupit’ IVM bez tychto rizik. U Zien s diagnostikovanou rakovinou
mdze mat chemoterapia alebo radioterapia Skodlivé tuc¢inky na ich
reprodukéné zdravie. IVM tak ponuka rieSenie tym, ze na rozdiel od
tradi¢ného IVF, prebieha bez hormonalnej stimulacie. To znamena, Ze Zeny
mozu podstupit’ dany proces odobratia oocytov bez toho, aby odlozili liecbu
a tym si zabezpecili Sancu na zalozenie rodiny.

Zatial' ¢o IVM mé mnoho potencidlnych vyhod, existuje aj niekol'ko
obmedzeni tejto techniky. Jednym z hlavnych obmedzeni je, Ze miera
uspesnosti IVM je vo vSeobecnosti nizSia ako pri konvencnom IVF. Je to
preto, Zze nie vSetky nezrelé oocyty v laboratornych podmienkach spravne
dozreju a su uspesne oplodnené.

Dalsim obmedzenim IVM je, Ze nemusi byt vhodné pre vietky Zeny s
neplodnostou. Zeny, ktoré maju nizky pocet oocytov alebo zIu kvalitu
oocytov, nemusia byt dobrymi kandidatmi na IVM, pretoZe miera uspesnosti
tejto techniky je v tychto populéciach vo vSeobecnosti nizsia.
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Obrazok ¢.5: IVM

priebeh IVM (oocyty osipanej): GV, Ml a MII stadia
S prislusnymi zmenami na urovni kumularnych buniek

(Zdroj: Alexandra R.Bartkova, 2023)

2.4.1 Matura¢né média

Hlavnym znakom IVM je dozrievanie nezrelych oocytov, ktoré zahfia
kultivaciu oocytov v laboratéornych podmienkach. Napodobnenie in vivo
podmienok moéze byt v laboratérnych podmienkach komplikované. V takom
pripade treba zobrat' do tvahy viaceré faktory ako su inkubac¢né podmienky
(vlhkost, podiel CO2, pH), manipula¢né podmienky (rychlost, presnost
a preciznost’ manipulacie s oocytmi) ¢i zloZenie a suplementy maturacnych
médii.

Matura¢né média zohravaju rozhodujticu ulohu pri iniciacii a kompletizacii
maturacie oocytov a zvycajne obsahuje druhovo Specifické zlozky, ktoré su
zodpovedné za dosiahnutie optimalnych vysledkov. Patria sem zlozky
zdoraznené $tadiami, ako su (Pereira et al., 2013; Do et al., 2015; Silva et al.,
2022; Avrias, 2022; Némcova et al., 2023):
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e Hormoény: HCG (Pudsky choriovy gonadotropin), PMSG (sérovy
gonadotropin pre tehotné kobyly), FSH (folikuly stimulujuci
hormon), LH (luteiniza¢ny hormon), melatonin, E2 (estradiol)

e Rastové faktory: EGF (Epidermal Growth Factor), IGF-1 (Inzulinu
podobny rastovy faktor), FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2), LIF
(leukemia inhibitory factor)

e Sérum: BSA (hovadzi sérovy albumin), FBS (fetdlne bovinné
sérum), FCS (fetdlne telacie sérum), HSA (Tudsky sérovy
albumin)

e Antioxidanty: L-cystein, lycopen, L-karnitin, resveratrol,
astaxantin, vitamin C, E, B3

Jednym z najbeZnejSie pouzivanych maturaénych médii je TCM-199. Toto
médium obsahuje zmes aminokyselin, vitaminov a mineralov, ktoré poskytuju
potrebné Ziviny pre rast a vyvin oocytov. TCM-199 je obzvlast’ uzito¢ny pri
podpore dozrievania oocytov u zien so syndromom polycystickych ovarii.
Stadie ukézali, z2 TCM-199 moéze zlepsit kvalitu oocytov a zvysit podet
zrelych oocytov produkovanych pocas IVM. Vyuzivanie TCM-199 ma aj
uréité obmedzenia. Ma relativne nizke pH, ¢o mdze byt skodlivé pre vyvin
oocytov. Okrem toho mu chybaju niektoré zakladné rastové faktory, ktoré su
nevyhnutné pre optimalne dozrievanie oocytov (Gandhi et al., 2000; Russel et
al., 2006).

SAGE maturacné meédium obsahuje rézne zlozky nevyhnutné pre
dozrievanie oocytov. ZloZenie maturacnych médii SAGE zahfna glukozu,
pyruvat, aminokyseliny, vitaminy, mineraly a hormény. Médium obsahuje aj
fetalne bovinné sérum (FBS). Glukdza a pyruvat su primarnymi zdrojmi
energie, aminokyseliny st nevyhnutné pre syntézu bielkovin, zatial' Co
vitaminy a mineraly su potrebné pre rézne metabolické procesy (Nabi, Oliver,
2009; Pongsuthirak et al., 2015).

Matura¢né médium Ham's F 10 bolo pévodne vyuzivané len na bunkové
kultary. Optimalizaciou zlozenia sa zacalo vyuzivat’ aj v ramci VM. Jednou
z hlavnych vyhod je, Ze podporuje rast a dozrievanie oocytov bez potreby
suplementacie séra, ktoré moze viest k vyskytu kontaminacie. Dalsou
vyhodou pouzivania Ham’s F 10 je, ze obsahuje vysoké hladiny glukdzy a
pyruvatu, aminokyseliny, vitaminy a mineraly. Okrem pozitiv ma vyuzivanie
Ham’s F 10 aj nevyhody. Jednou z hlavnych nevyhod je, Ze ide o zlozité a na
vyrobu nakladné médium obsahujuce mnozstvo rastovych faktorov a zivin,
ktoré sa tazko syntetizuji a vyzaduju Si Specidlne vybavenie a odborné
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znalosti. To méze mensim klinikam alebo vyskumnym laboratoridm st’azit’
pouzivanie Ham’s F 10. Dalgou nevyhodou pouzitia tohto média je, ze nemusi
byt’ vhodny pre vsetkych pacientov, vzh'adom na vysoké hladiny glukézy a
pyruvatu, o mdze byt’ problematické pre pacientov s inzulinovou rezistenciou
alebo cukrovkou (Hassouna et al., 2018; Aghaz et al., 2021).

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) je typ média vyuzivany na
kultiviciu buniek. Bolo prvykrat vyvinuté v 50. rokoch minulého storocia
a Vv dnesnej dobe sa vyuziva aj v pripade IVM. DMEM obsahuje mnozstvo
zivin a rastovych faktorov, ktoré st nevyhnutné pre dozrievanie oocytov,
vratane glukdzy, aminokyselin, vitaminov a minerdlov. Jedna sa
0 Standardizované médium, ktorého priprava nie je naro¢na a je komeréne
dostupné od réznych dodavatel'ov. Medzi nevyhody vyuzitia tohto média
mozno zaradit’ variabilitu v zlozeni v rdmci roznych $arzi, druhovu $pecifitu
a vysoku cenu (Feyen et al., 2020; Bartkova et al., 2020).

Vyskumnici z USA vyvinuli nové médium North Carolina State
University-23 (NCSU-23). NCSU-23 je optimalizovana verzia pdvodného
média, ktoré bolo navrhnuté pre kultivaciu embryi hovadzieho dobytka
a osipanej. NCSU-23 obsahuje mnozstvo zivin a rastovych faktorov, ktoré su
nevyhnutné pre dozrievanie oocytov. Patria sem aminokyseliny, vitaminy,
mineraly, hormény (FSH, LH) a sérum (Hyun et al., 2003; Pyoos et al., 2018).

Poslednym optimalizovanym médium je FLI. Jedna sa o $pecializované
matura¢né médium uréené na dozrievanie oocytov in vitro. Obsahuje rézne
Ziviny, rastové faktory a hormony, ktoré podporuji rast a vyvin oocytov.
ZloZenie dozrievacieho média FLI je optimalizované tak, aby napodobiiovalo
prirodzené prostredie folikulu a poskytovalo potrebné podmienky na
dozrievanie oocytov. KI'icovymi zlozkami média, na zéklade ktorych je aj
pomenovane, su tri cytokiny a to FGF2, LIF a IGF-1 (Albal et al., 2022).

2.4.2 Vplyv maturaénych médii na in vitro maturéciu

In vitro maturacia oocytov predstavuje jednu z moznosti lieCenia
neplodnosti. Prestavuje jeden z kIa¢ovych krokov in vitro produkcie embryi.
(IVP) vo vseobecnosti prinasa niz§iu mieru Gspesnosti v porovnani s in vivo.
Existuje mnoho faktorov, ktoré prispievaju k tomuto vysledku, z ktorych jeden
sme skamali v naSej §tadii - vplyv réznych matura¢nych médii, konkrétne
TCM-199, DMEM a FLlI.

Nase vyskumné usilie bolo zamerané na zlepSenie a optimalizaciu [IVM
oocytov, ktord slazi ako zakladny proces na dosiahnutic Vyvinovej
kompetencie a celkovej produkcie embryi in vitro. Nase experimenty sme
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uskutoénili v laboratérnych podmienkach s vyuzitim modelového organizmu,
o$ipanej. OSipana patri na zaklade fyziologie medzi vhodné modelové
organizmy s moznost'ou aplikovaného vyskumu zameraného na humanitna
oblast’.

V tejto Casti experimentov sme porovnavali uspesnost’ dosiahnutia MII
fazy v oocytoch s vyuzitim troch maturaénych médii. Pred zahajenim
experimentu sme ziskali oocyty aspiraciou folikulov s priemerom 3-6mm.
Oocyty boli vyselektované na zéklade morfologického hodnotenia kvality
celeho kumulus-oocytarneho komplexu. Nasledne sme kvalitativne zhodné
COCs rozdelili do troch experimentalnych skupin. IVM prebiehala
v rovnakych podmienkach, ato 50 COCs maturovalo v 500 pl maturaéného
média v inkuba¢nych podmienkach 38.5°C, 5% CO2 po dobu 44h.

V naSich laboratornych podmienkach sme dosiahli uspeSnost’ maturécie
oocytov do $tadia MII v TCM-199 v 51,3% oocytov, v DMEM v 70,4%
oocytov a v mediu FLI v 92,5% oocytov (Tab. 1, Graf 1). Nase vysledky
ziskané vradmci FLI experimentélnej skupiny Kkoreluja s vysledkami
opublikovanymi v $tadii Yuan, Krisher (2012), ktori sledovali v in vitro
podmienkach uspes$nost maturacie oocytov do MII §tadia v NCSU23
maturacnom médiu v 85% oocytov. Ziskané vysledky z DMEM skupiny su
podobné vysledkom, ktoré publikoval Zhang et al. (2015), kde v kontrolnej
skupine dosiahli uspesnost’ maturacie v TCM-199 az v 89,7% oocytov. AvSak
vramci TCM-199 sme v nasom pripade sledovali niz$iu Uspes$nost. V
porovnani s Kumar et al. (2015), ktori dosiahli uspe$nost’ maturacie 80% v
DMEM médiu sme v naSich laboratornych podmienkach dosiahli vyuzitim
rovnakého média mensiu tspesnost’. Nase vysledky z IVM v DMEM médiu
koreluju so Su et al. (2012), ktori vo svojej Studii dosiahli v pripade
hovédzieho dobytka uspesnost’ maturacie do MII Stadia v 73%.

Tabulka ¢ 1: Uspesnost maturdcie oocytov osipanej v DMEM a FLI médiu

Typ maturaéného média Pocet oocytov Pocet oocytov v Ml
TCM-199 750 385 (51,3%)
DMEM 750 528 (70,4%)
FLI 750 694 (92,5%)
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Graf ¢. 1: Uspesnost maturdcie oocytov osipanej v DMEM a FLI médiu.

Obrazok ¢.6.: Dosiahnutie metafazy Il (oocyt osipanej)
(Zdroj: Alexandra R.Bartkova, 2023)
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2.5 Kvalita oocytu

Kvalita oocytov predstavuje jeden z kI"a¢ovych faktorov zodpovednych za
uspesnost’ oplodnenia a je rozhodujicim faktorom samicej plodnosti. Kvalita
oocytov sa preto vztahuje na schopnost’ oplodnenia a vyvinutia sa do podoby
zdravého embrya. Vysokokvalitné oocyty mozno definovat ako zrelé,
vyvinovo kompetentné bunky s haploidnym po¢tom chromozémov (Coticchio
et al., 2004; Sciorio et al., 2022).

Existuje niekolko faktorov, ktoré ovplyviiuji kvalitu oocytov, vratane
veku, genetiky, zivotného Stylu a environmentalnych faktorov. Vek je
najvyznamnej$im faktorom, pretoze kvalita a kvantita oocytov s vekom
samice klesa. Niektoré genetické mutacie moézu ovplyvnit’ schopnost’ oocytov
spravne sa vyvijat, ¢o vedie k neplodnosti alebo vrodenym chybam. Faktory
zivotného $tylu, ako je faj¢enie, konzumacia alkoholu a zl4 strava, mozu tiez
ovplyvnit’ kvalitu oocytov. Vystavenie environmentdlnym toxinom, ako su
pesticidy a znecistujlce latky, moze taktiez viest’ k poSkodeniu oocytov.

Mnohi odbornici tvrdia, ze vyvinovy potencial oocytov priamo suvisi s ich
kvalitou (Lasiene et al., 2009; Hoshimo, 2018). Je zname, ze COCs ziskané
zo stredne velkych alebo velkych folikulov maju vacési vyvinovy potenciél a
vacsie priemery ako tie izolované z mensich folikulov, ako uvadza Boni v roku
2012.

Zachovanie potomstva zavisi vyluéne od reprodukénej Ulohy
a kompetencie oocytov. Kvalita oocytov podmienuje zivotaschopnost’ embrya
a aj vysledky IVF. Kvalita oocytov je zavisld nielen od jadrového
a mitochondrialneho gendému, ale vyrazne sa na tomto procese podiela a
ovplyviiuje ho aj mikroprostredie samotného oocytu. Vaje¢niky a
predovulaéné folikuly silne ovplyvituji dozrievanie cytoplazmy oocytov tym,
ze ovplyviiuju ich transkripéné a translacné procesy.

Samotné dosiahnutie jadrovej zrelosti nestaci na urcenie kvality oocytov.
Jadrové aj cytoplazmatické dozrievanie musia byt synchronizované
V optiméalnych podmienkach, ktoré podporuji tspesné oplodnenie (Swain,
Pool, 2008). Ked oocyt dosiahne uplna vyvinovl kompetenciu pocas
oogenézy stane sa vhodnym na oplodnenie. Takyto oocyt vykazuje
charakteristiky, ako je Uplna jadrova a cytoplazmaticka zrelost, vylucenie
poloveho telieska, rovnomerné granularne zloZenie v cytoplazme oocytu,
ostro ohrani¢ena zona pellucida s minimalnym perivitelinnym priestorom a
viacnasobné vrstvy zdravych kumularnych buniek, ktoré su intaktné (Robker,
2008; Hoshimo, 2018).
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2.5.1 Spbsoby hodnotenia oocytarnej kvality

Na detekciu kvality oocytov su dostupné rbzne techniky, niektoré su
invazivne a iné neinvazivne. Moderné technologie ako mikrocipy, konfokalna
mikroskopia a RT-qPCR ulah¢ili metody molekularnej biologie. Aj ked’ tieto
parametrické metody ponukaju vysoka objektivitu, vyzaduju si Gplnd
destrukciu buniek. V doésledku toho rastie zaujem o objavenie vitalnych, ale
spolahlivych pristupov k hodnoteniu kvality oocytov.

Morfologické hodnotenie

Morfologické hodnotenie kvality oocytov je klItaCovym krokom v
technologiach asistovanej reprodukcie (ART), ako je oplodnenie in vitro.
Morfologické hodnotenie zahfia vySetrenie z&kladnych charakteristik oocytu,
ako je velkost, tvar a cytoplazmatické znaky. Morfologické hodnotenie
kvality oocytov poskytuje cenné informacie o vyvinovom potenciali oocytov
a moze pomdct’ identifikovat’ najlepSie oocyty na oplodnenie. Morfologické
hodnotenie je tiez nevyhnutné pri vybere najlepSich oocytov na
kryokonzervaciu. Kryokonzervacia je technika pouzivand na zmrazenie a
uskladnenie oocytov pre budlce pouzitie. Kvalita oocytu v case
kryokonzervécie je rozhodujuca pri urcovani jeho zivotaschopnosti po
rozmrazeni. Preto je vyber najkvalitnejSich oocytov na kryokonzervaciu
kl'aCovy na zabezpecenie ich UspeSné¢ho pouzitia v buducich cykloch ART
(Combelles, Rasowsky, 2005; Goovaerts et al., 2010).

Morfologické hodnotenie kvality oocytov zahfiia vySetrenie vlastnosti
oocytu pod mikroskopom. Hodnotenie zvy€ajne vykondva embryolog, ktory
presiel Specializovanym Skolenim v oblasti hodnotenia oocytov. Hodnotenie
zahina vyhodnotenie velkosti, tvaru a cytoplazmatickych vlastnosti oocytu.
Velkost' a tvar oocytu sa hodnoti na zdklade vopred definovanych kritérii.
Hodnotia sa aj cytoplazmatické znaky, ako je pritomnost’ granul, vakuol a
homogenita cytoplazmy. Okrem vizuélneho hodnotenia mozno na postudenie
kvality oocytov pouzit' aj iné metddy, ako je mikroskopia s polarizovanym
svetlom a Casozberné zobrazovanie. Mikroskopia v polarizovanom svetle
modze poskytnit’ informéacie o meiotickom vretienku oocytu, ktoré je
nevyhnutné pre spravnu segregaciu chromozomov pocas oplodnenia.
Casozberné zobrazovanie méze poskytnut’ informéacie o vyvinovom potenciali
oocytu sledovanim jeho rastu v redlnom case.

Hodnotenia celkovej morfologie COCs patri uz od 19.storocia k najviac
vyuzivanej metode, Ktord na zaklade prisnych kritérii selektuje oocyty do
troch kvalitativnych typov a to (Obr.7):
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e Prvy typ: jedna sa o0 najkvalitnejsi typ. Kumularne bunky su velké,
rovnomerne rozmiestnené okolo oocytu a vytvaraji najmenej pat
vrstiev. Ooplazma oocytu je transparentna a homogénna. VV samotnom
oocyte sledujeme prve polové teliesko.

e Druhy typ: v tomto type pozorujeme kumularne bunky s priemernou
velkostou. Vrstvy kumularnych buniek st menej kompaktné.
Ooplazma je tmava, mierne zrnita.

® Treti typ: vrstva kumuldrnych buniek je omnoho tenSia a vyrazne
menej kompaktnad. Ooplazma je tmavé a granulovana. Tieto kumulus
oocytarne komplexy st najnizsej kvality (Wang, Sun, 2007; Lasiene et
al, 2009; Bukowska et al., 2012).

Hoci je morfologické hodnotenie cennym nastrojom pri hodnoteni kvality
oocytov ma urc¢ité obmedzenia. Hodnotenie je subjektivne a moze sa lisit
medzi embryologmi. Standardizacia hodnotiacich kritérii a $kolenie
embryologov st preto nevyhnutné na zabezpecenie konzistentnosti v procese
hodnotenia. Morfologické hodnotenie tiez neposkytuje informécie o
genetickej kvalite oocytu. Chromozomalne abnormality v oocyte mdézu viest’
k zlyhaniu implanticie alebo potratu. Preto moze byt na vyhodnotenie
genetickej kvality oocytu potrebné d’alSie testovanie, ako je preimplantacné
genetické testovanie (PGT) (Bukowska et al., 2012).

Obrazok ¢. 7. Kvalita oocytov (osipand)
A. kvalitny oocyt; B. nekvalitny oocyt
(Zdroj: Alexandra R.Bartkova, 2021)
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Vitalne hodnotenie

Vitdlne farbenie oocytov je technika pouzivana na hodnotenie
Zivotaschopnosti a kvality oocytov vo vyskume a v technolégii asistovanej
reprodukcie. Tato technika zahffia pouzitie farbiv, ktoré mézu preniknut’ cez
membranu oocytu a zafarbit’ cytoplazmu, ¢o umoziuje vizualizaciu réznych
Struktar v oocyte. Hodnotenie kvality oocytov je v ART klacové, pretoze
moZe vyznamne ovplyvnit’ mieru aspes$nosti postupov a metdd v ramci IVF.

Na hodnotenie kvality oocytov je dostupnych niekolko farbiv, vratane
trypanovej modrej, eozinu Y a propidium jodidu. Trypanova modra je
farbivo, ktoré farbi mftve alebo poSkodené bunky na modro, vd’aka ¢omu je
uzitoéné na identifikaciu nezivotaschopnych oocytov. Eozin Y je farbivo,
ktoré farbi cytoplazmu do ruzova a je uzito¢né na hodnotenie zrelosti 0ocytov.
Propidium jodid je farbivo, ktoré farbi jadra mitvych alebo poskodenych
bunieck na cerveno, vdaka <fomu je uZitoéné na identifikdciu
nezivotaschopnych oocytov (Makarevich, 2012).

Dalsim vitalnym farbivom beZne pouzivanym pri hodnoteni kvality
oocytov je fluoresceindiacetat (FDA). FDA je netoxické farbivo, ktoré moze
preniknut’ cez membranu oocytov a intracelularnymi esterdzami sa premiena
na fluorescencnu zluceninu. Téato konverzia vytvara zelent fluorescenciu,
ktori je mozné vizualizovat' pod mikroskopom. Intenzita fluorescencie je
umernd metabolickej aktivite oocytu, ¢o z neho robi uZito¢ny néstroj na
hodnotenie kvality oocytov.

Jednym z najviac vyuZzivanych vitalnych farbiv je brilantna krezylova
modra (BCB, Brilliant Cresyl blue). BCB sa bezne pouziva v bunkovej
biologii na hodnotenie Zivotaschopnosti buniek a mitochondrialnej aktivity.
BCB je katiénové farbivo, ktoré selektivne farbi zivé bunky s neporusenou
mitochondridlnou funkciou. Farbivo prenikd cez plazmaticki membranu a
hromadi sa v mitochondriach. Akumulacia BCB v mitochondriach indikuje
aktivnu mitochondridlnu funkciu na stanovenie aktivity enzymu glukoza-6-
fosfat dehydrogendza (G6PDH), ktory je nevyhnutny pre bunkovy
metabolizmus a produkciu energie. Oocyty, ktoré zachytili BCB farbenie sa
povazuju za bunky s aktivnou mitochondrialnou funkciou a su klasifikované
ako BCB+ oocyty. Na druhej strane, oocyty, ktoré nezachytili farbenie, sa
povazuju za bunky s nizkou mitochondrialnou funkciou a su klasifikované ako
BCB- oocyty, teda tie menej kvalitné (Opiela, Katska, Ksigzkiewicz, 2013).
Ako prvy metodiku na oocytoch oSipanych vyskusal Roca et al. (1998). V
prvych BCB experimentoch s oocytmi oSipanych bola pouzivana koncentracia
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26uM BCB. Neskor sa ale zistilo, ze je dostacujica az o polovicu nizsia
koncentracia a teda 13uM BCB (Obr.8) (Coy et al., 2005; Lee et al., 2020).

Obrdazok ¢. 8: BCB+ a BCB- oocyty osipanej. Cierna Sipka zndzoriiuje
BCB+ oocyt a ¢ervena sipka BCB- oocyt, zvdicsenie 200x
(Zdroj: Murin et al., 2019)

Lissamine Green B (LB) inak aj lissaminové zelend predstavuje netoxické
farbivo zloZené zo syntetickych kyselin. Toto neinvazivne farbenie sluzi na
detekciu poskodenia buniek a vyuziva sa v oftalmologii na vyhodnotenie
integrity o¢nej membrany. V pripade reprodukénej mediciny a
embryotechnoldgii sluzi LB farbenie ako rychly, efektivny a objektivny
spOsob vizualizacie poskodenia membrany oocytov in vitro.

LB funguje na principe prenikania farbiva do poskodenych kumularnych
buniek a cez membrany. Tymto spésobom dochadza k vizualnej selekcii
zafarbenych,  poSkodenych  kumulus-oocytdrnych ~ komplexov  a
nezafarbenych, najkvalitnej$ich kumulus-oocytarnych komplexov (Obr.9).
Plazmatickd membrana oocytu hra rozhodujicu ulohu v jeho fertilizacnom
potenciali. Membrana musi byt neporusena a funkéna, aby umoznila
spermiam preniknuit’ do oocytu a oplodnit’ ho. Farbenie lissaminovou zelenou
pomaha vyhodnotit” integritu plazmatickej membrany farbenim poskodenych
alebo narusenych oblasti. Farbivo prenika membranou a farbi cytoplazmatickd
membranu, ¢im odhal'uje akékol'vek oblasti poSkodenia alebo naruSenia. To
umoziuje embryolégom posudit’ kvalitu oocytu a urcit’ jeho fertilizacny
potencial (Dutta et al., 2016; Bartkova et al., 2020).
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Obrazok ¢. 9: Vitalne farbenie Lissamine Green B oocytov osipanej
A. kvalitny oocyt - LB negativny; B. nekvalitny oocyt - LB pozitivny
(Zdroj: Bartkova et al., 2020)

2.5.2 Vplyv vitalnej selekcie na in vitro maturaciu oocytov

Hodnotenie kvality oocytov je kl'i¢ové pre uspesné oplodnenie aranu
embryogenézu v ramci procesu in vitro produkcie embryi. V stcasnosti je
primarnou metédou vyuzivanou na hodnotenie kvality oocytov morfologické
hodnotenie kvality, ktoré je vSak velmi subjektivne a zalezi na praxi
manipulatora. Vzhl'adom na subjektivny charakter tejto metddy si viacero
vyskumnych timov kladlo otazku ako ¢o najefektivnejSie a najobjektivnejsie
zhodnotit’ kvalitu oocytov.

Aby sme mohli posudit’ kvalitu jednotlivych COCs, na§ pristup spocival
v pouziti dvoch vitalnych farbiv ato brilant krezylovej modrej (BCB) a
lissaminovej zelenej B (LB). BCB je zalozené na hodnoteni aktivity gluk6zo-
6-fosfatdehydrogenazy (G6PDH) ako markera cytoplazmatického zrenia.
Tento enzym je syntetizovany v BCB negativnych (BCB-) oocytoch, ktoré su
stile vo faze rastu. V oocytoch, ktoré ukoncili svoj rast (BCB pozitivne
oocyty, BCB+) tento enzym je inaktivovany a oocyty sa preto sfarbia na
modro.

Na zéklade morfologie sme izolovali len najkvalitnejsie COCs. Nasledne
sme pouzili BCB farbenie, na zaklade ktorého sme klasifikovali rastice
oocyty (BCB-) a plne zrelé oocyty (BCB+). Na vyhodnotenie dozrievania
oocytov sme sa rozhodli pre médium FLI. V naSich laboratornych
podmienkach sme sledovali tuspesnost IVM v troch experimentalnych
skupinéch, ato v kontrolnej skupine, ktora bola tvorena najkvalitnej$imi
COCs v ramci morfologického hodnotenia. V BCB- skupine, ktord bola
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tvorend negativne sfarbenymi COCs. Poslednou skupinou bola BCB+ tvorena
morfologicky najkvalitnejsimi COCs, ktoré vykazovali pozitivne BCB
sfarbenie. Celkovo sme analyzovali 450 COCs v kazdej experimentalne;
skupine. V rdmci kontrolnej skupiny sme pozorovali MI1 fazu v 89% oocytov.
V ramci BCB- skupiny v ramci 39,11% av ramci BCB+ v 79,7% (Tab. 2,
Graf 2).

LB je taktiez neSkodné farbivo, ktoré sa povodne pouzivalo v roku 1990 na
identifikaciu poskodenia buniek. Funkénost’ LB zavisi od schopnosti farbiva
prenikat’ cez poSkodené bunkové membrany. Kim et al. v roku 2000,
uskutocnili $tddiu demonstrujucu uspesné farbenie kralicich a T'udskych
rohovkovych epitelidlnych buniek pomocou LB in vitro. Tato konkrétna
aplikacia LB potvrdila svoj bezpeény profil odhalenim absencie
karcinogénnych alebo toxickych uc¢inkov.

Po vyhodnoteni morfologie sme pouzili LB na identifikaciu COCs
najvyssej kvality, ktoré sme nasledne vyuzili pre nase experimenty. Na
vyhodnotenie dozrievania oocytov sme sa rozhodli pre vyuzitie maturacného
média FLI. V naSich laboratornych podmienkach sme sledovali Gspesnost’
IVM v troch experimentalnych skupinach, ato v kontrolnej skupine, ktora
bola tvorena najkvalitnej$imi COCs v ramci morfologického hodnotenia. LB+
skupiny, ktora bola tvorend pozitivne sfarbenymi COCs, ktoré
z morfologického hodnotenia dosahovali najvyssiu kvalitu. Poslednou
skupinou bola LB- tvorena morfologicky najkvalitnejsimi COCs, ktoré
vykazovali negativne LB sfarbenie. Celkovo sme zanalyzovali 750 COCs
Vv kazdej experimentalnej skupine. VV rdmci kontrolnej skupiny sme pozorovali
MII fazu v 92% oocytov. V ramci LB+ skupiny v rdmci 41,6% a v ramci LB-
v 97,1% (Tab. 2, Graf 2).

V ramci porovnania vyuzitia BCB a FLI média dosiahli nase vysledky
lepsie hodnoty v rdmci porovnania s Murin et al. (2019). Vyuzitim BCB
aDMEM média sledovali uspesnost dosiahnutie metafazy II v 49,52%
v rdmci BCB+ a 13,68% v ramci BCB-. V roku 2016 boli podobné vysledky
zistené pri pouziti LB selekcie oocytov. Dutta et al. (2016) uviedli 79,9 %
uspesnost’ dosiahnutia Stadia MII v ramci ich kontrolnej skupiny, ¢o je
porovnatelné s vysledkami ziskanymi pri pouziti poddvania DMEM na
dozrievanie. Porovnanim experimentalnych skupin na zaklade LB selekcie
mozno dospiet’ k zaveru, ze obe Stadie pozorovali znatné rozdiely v
dozrievani LB- verzus LB+ oocytov (84,7% vs. 62,3%). NaSe vlastné
experimenty taktiez potvrdili pozitivny vplyv vyberu LB na uspesné vysledky
maturécie v porovnani s vyuzitim BCB farbenia.
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Tabulka ¢.2: Uspesnost dosiahnutia MII fézy v jednotlivych experimentalnych
skupinach oocytov osipanej (K — kontrolna skupina)

Experimentélna skupina Pocet oocytov Pocet oocytov v Ml
K 750 690 (92%)
LB+ 750 312 (41,6%)
LB- 750 728 (97,1%)
BCB- 450 176 (30,11%)
BCB+ 450 359 (79,7%)

Uspesnost’ IVM po vitalnej selekcii
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Graf'¢.2: In vitro maturacia oocytov osipanej po vitalnej selekcii pomocou LB
aBCB

2.5.3 Vplyv vitalnej selekcie na cytoplazmatické dozrievanie oocytov

V ramci maturdcie oocytov je okrem jadrového dozrievania sprevadzaného
zmenami na urovni jadra doélezité aj cytoplazmatické dozrievanie. Jednou
z metodik vyuZitych v naSich laboratornych podmienkach bola analyza
distribucie Struktary mitochondrii prostrednictvom Mitotracker Orange.

Mitochondrie sme analyzovali v troch experimentalnych skupinéach,
pricom kazdé skupina bola tvorena 150 oocytmi. V 0-tej hodine, ¢ize hned’ po
izolacii oocytov, sme sledovali najvacsie zastiipenie homogénne;j distribtcie,
ktori sme v pripade kontrolnej skupiny detegovali v 70,7% oocytov, LB-
skupine v 74,8% oocytov a v LB+ skupine v 70,6% oocytov. Po¢as IVM vo
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FLI médiu bol vo vSetkych troch skupinach sledovany narast granuldznej
distribtcie, pricom v kontrolnej skupine a LB- skupine sme detegovali
klastrovanie uz po 24 hodinach (CG 7,7%; LB- 8,9%). Po 44 hodinach IVM
doslo v tychto dvoch experimentalnych skupindch k vyraznému znizeniu
homogénnej distribucie, narastu granuléznej a Kklastrovej distribicie. V
pripade LB+ skupiny sme sledovali mensi narast granuldznej distribucie,
vyskyt klastrovania, pricom homogénna distribucia prevazovala pocas celej
IVM (Obr.10, Tab. 3).

Podr'a Nishiho et al.(2003) a Tornera et al.(2004) je homogénna distribucia
mitochondrii v cytoplazme bezne pritomna prave v stadiu GV, ¢ize v 0-tej
hodine IVM. V priebehu maturacie sa vs$ak rozsiruje pritomnost’ heterogénne;j
distribucie, ktora je najcastejSia v oocytoch v Stadiu MI a MII. ZvySena troven
agregacie mitochondrii okolo jadra naznacuje Gspe$nia IVM oocytov, ¢o sme
sledovali prave v pripade kontroly a LB-. V pripade vysledkov pozorovanych
v LB+ skupine mézeme povedat’, ze ako uviedol Wildeing et al. (2001), menej
kvalitné oocyty a embrya sa vyznacuju vyS$im podielom homogénnej
distribacie mitochondrii. Zaujimavym poznatkom bola detekcia tzv.
klastrovania.

Nase vysledky mozno porovnat’ s vysledkami v ramci vitalnej selekcie
prostrednictvom BCB farbenia oocytov. V ramci BCB selekcie Egerszegi et
al. (2010) uviedol, ze pocas IVM sa homogénne usporiadanie mitochondrii
zmenilo na granul6znu formu. V pripade BCB- oocytov potvrdili nizku uroven
mitochondridlnej aktivity bez akejkol'vek zmeny pocas 44 hodinach
maturacie. Tato Cast’ koreluje s na$imi vysledkami, kde sme v LB+ skupine
sledovali konStantné zastipenie homogénnej distriblicie. Vysledky BCB+
oocytov, ktoré by mali korelovat’ s naSou LB- skupinou st vSak odlisné. V
nasom pripade naSe zistenia korelujt skor s vysledkami experimentov in vivo
na oSipanych (Torner et al., 2004), pri ktorych bola respira¢na aktivita a zmena
distribGcie mitochondrii Umerna priebehu IVM. Na zéklade nasich vysledkov
predpokladdme, Ze BCB+/LB- oocyty pocas maturdcie zvySuji svoju
respira¢nti  aktivitu moznou zmenu mitochondrialnej distribucie, ktoru
vyuzivaju na zabezpecenie ATP potrebného pre energeticky narocné procesy
ako je GVBD, nasledna kondenzécia chromatinu a dosiahnutie MIl. Naopak,
BCB-/LB+ oocyty nevykazovali ziadne vyrazné zmeny v metabolickej
aktivite ¢i distribucii mitochondrii, o moze suvisiet’ so skuto¢nost'ou, Ze len
maly podiel tychto oocytov dosiahne MII Stadium.
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Tabulka ¢.3: Distriblcia mitochondrii v jednotlivych experimentalnych

skupinach oocytov osipanej

v

Experimentalna Cas Pocet Distribucia mitochondrii
skupina oocytov Homogénna | Heterogénna | Klastrovanie
distribdcia distribdcia
0 hod. 150 106 (70,6%) | 44 (29,3%) 0
Kontrola 24 hod. 150 64 (42,6%) 74 (49,3%) 12 (8%)
44 hod. 150 46 (30,6%) 69 (46%) 35 (23,3%)
0 hod. 150 112 (74,6%) | 38 (25,3%) 0
LB+ 24 hod. 150 56 (37,3%) 80 (53,3%) 14 (9,3%)
44 hod. 150 32 (21,3%) 70 (46,6%) 48 (32%)
0 hod. 150 106 (70,6%) | 44 (29,3%) 0
LB- 24 hod. 150 102 (68%) 48 (32%) 0
44 hod. 150 100 (66,6%) 42 (28%) 8 (5,3%)

Obrazok ¢. 10: Distribucia mitochondrii v oocytoch osipanej v priebehu IVM
vo FLI;
A. Homogénna distribucia v Oh B. Heterogénna distribucia v 24h IVM
C.D Klastrovanie mitochondrii v 44h IVM

(zdroj: Bartkova, 2021)



2.5.4 Vplyv vitalnej selekcie na detekciu apoptozy

Vzhl'adom na ziskané vysledky ohl'adom LB+ skupiny, sme sa rozhodli
analyzovat’ pritomnost’ apoptdzy. Apoptoza je rozhodujuci biologicky proces,
ktory hra vyznamnu ulohu pri normalnom vyvoji, homeostaze tkaniv a
imunitnej odpovedi. Schopnost’ presne detegovat’ a kvantifikovat’ apoptdzu je
dolezité nie len vo vyskume, ale aj v klinickom prostredi. Farbenie anexinom
V a propidium jodidom (PI) je Siroko pouzivana metodda na detekciu apoptdzy
vzhl'adom nato, ze annexin V ma vysoku afinitu k fosfatidylserinu (PS), ktory
je exponovany na vonkajSom cipe plazmatickej membrany pocas zahajenia
apoptozy. Na druhej strane PI je farbivo viazuce DNA, ktoré dokaze rozlisit
medzi apoptotickymi a nekrotickymi bunkami na z&klade ich integrity.

Na zéklade dvojitého farbenia sme ziskali vysledky, kde sme v pripade
kontrolnej skupiny detegovali 11,4% skorych apoptickych oocytov a 5,7%
nekrotickych. V pripade druhej experimentdlnej LB- sme sledovali
pritomnost’ skorych apoptotickych oocytov v 2,8%, pricom podiel
nekrotickych oocytov dosiahol 5,7%. V tretej experimentalnej LB+ skupine
boli skoré apoptotické oocyty zastupené v 28,6% a nekrotické oocyty v
podiele 34,3% (Graf 3). Khaki et al. (2014) sa vo svojej §tadii venovali vplyvu
leptinu na IVM a priebeh apoptdézy oocytov izolovanych z bizdnich
vajeénikov. V pripade kontrolnej skupiny pomocou rovnakého dvojitého
farbenia sledovali apoptézu v 9,8% oocytov, ¢o sa pribliZuje nasim
vysledkom. Zhang et al. (2020) detegoval apoptozu len v 3,53% kontrolnych
oocytoch, ¢o koreluje s naSou druhou experimentalnou skupinou.
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Graf ¢ 3: Uspesnost detekcie apoptézy V oocytoch oSipanej
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Ziskane vysledky sme potvrdili aj TUNEL metddou. Test TUNEL je
zalozeny na schopnosti terminalnej deoxynukleotidyltransferazy (TdT) znacit’
3'-hydroxylové konce fragmentov DNA generovanych pocas neskorych $tadii
apoptézy. TdT katalyzuje adiciu znacenych nukleotidov na volné 3'-OH
konce zlomov DNA, co vedie k inkorporacii fluorescencnych alebo
chromogénnych znaciek. To umoznuje vizualizaciu a kvantifikaciu
apoptotickych buniek pod mikroskopom alebo inymi detekénymi metédami
(Tab.4, Obr. 11).

TUNEL farbenie sme zrealizovali po 44 h IVM a celkovo opakovali
patkrat. NaSe vysledky sa zhodovali s vysledkami s vyuzitim dvojitého
farbenia Annexin V a Pl. Aplikéciou Click-it reakcie sme v pripade kontrolnej
skupiny detegovali apoptézu v 10,3%. V experimentalnych skupinach,
vzniknutych po vitdlnom farbeni LB, sme v pripade LB- oocytov sledovali
apoptozu v 1,8% a v LB+ oocytov az v 30,5%.

Tabulka ¢.4.: Detekcia apoptozy v jednotlivych experimentéalnych skupinach

Experimentalna Pocet oocytov Negativna Pozitivna
skupina detekcia detekcia
Kontrola 58 52 (89,7%) 6 (10,3%)

LB+ 55 38 (69,5%) 17 (30,5%)
LB- 50 49 (98,2%) 1(1,8%)

Obrazok ¢. 11: Pozitivne TUNEL znacenie LB+ oocytov osipanej
(Zdroj:Bartkova, 2021)
47



2.5.5 Vplyv vitalnej selekcie na expresiu génov

Stanovenie expresie génov LB oocytov prostrednictvom RT-gPCR sme
zamerali na vybrané gény suvisiace s kvalitou a uspesnou maturaciou COCs
(Tab. 5). Okrem toho sme zvazili aj gény zodpovedné za komunikaciu medzi
oocytmi a kumularnymi bunkami ¢i apoptozu, ktorej pozitivne znacenie sme
analyzovali v ramci imunocytochemického znacenia.

Tabulka ¢.5: PCR mix

Zlozka Objem
H20 4.4 ul
QIAGEN OneStep RT-gPCR pufor 2 ul
dNTP 0,4 pl
Forward/ reverse primer 0,2/0,2 pl
EVA green 0,4 ul
enzymova zmes QIAGEN OneStep RT-gPCR 0,4 ul
RNA 2 ul
Celkovy objem 1 reak¢nej zmesi 10 pl

Poc¢as IVM sme v oboch oocytarnych skupindch sledovali rozdielnu
expresiu GDF9 a BMP15. Ukazalo sa, ze pocas IVM dochadza k znizeniu
expresie BMP15 a GDF9 (Zhu et al., 2008). V priebehu maturacie klesala
expresia GDF9 konkrétne v LB+ oocytoch. Tieto vysledky su v sulade s Li
et al. (2008), ktori taktiez sledovali postupny pokles expresie tohto génu pocas
maturacie. Zhu et al. (2008) realizovali analyzu ¢asovych a priestorovych
vzorcov génovej expresie GDF9 a zistili, ze bola vysoko transkribovana v GV
oocytoch, ale po¢as IVM sa postupne znizovala. VV LB- oocytoch sme po 24h
maturécii zaznamenali zvySenie expresic GDF9. Predpokladame, Ze toto
zvySenie expresic by mohlo suvisiet' s vyraznym zvac¢Senim kumuléarnej
vrstvy. V rdmci BMP15 pritomného v nasich vzorkach sme po 24h sledovali
mierny narast expresie, ktora sa vSak nasledne znizila. Predpokladame, Ze
tento pociato¢ny narast moze suvisiet taktiez s expanziou kumulu po€as IVM.
Podobne ako my, tak aj Li et al. (2008) a Assou et al. (2010) pozorovali mierné
zvysenie BMP15 pocas IVM.

GJA4 bol identifikovany v oocytoch ako stcast’ procesu intraceluldrnej
komunikéacie s bunkami kumulu. Tento protein ulahéuje pasivnu difuziu
malych molekul, ako st i6ny, metabolity a ziviny. Efektivna obojsmerna
komunikacia medzi bunkami oocytu a kumulu je rozhodujlca pre expanziu
kumulu a uspesné dozrievanie oocytov (Kempisty et al., 2014). V rdmci
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expresie tohto génu sme pozorovali pociatoéné zvySenie a nasledovné
znizenie expresie v LB-oocytoch po 24h IVM. Pokial ide o LB+ oocyty,
uroveni expresie GJA4 sa v 24h znizila, no po 44h sa vyznamne zvysila.
Sasseville et al. (2009) potvrdili, ze sa expresia GJA4 zvysi na zaciatku
maturacie. No medzi 18 a 22 hodinami klesne a zostane nizka az do konca
IVM. Nase vysledky naznacuju, ze rozdielnu expresiu GJA4 v pripade LB+
oocytov by mohla vysvetlit nedostatocna expanzia buniek kumulu. M0ze to
byt sposobené tym, ze COCs maju nizsiu kvalitu, o vedie k tomu, Ze oocyty
vyzaduju viac Zivin distribuovanych kumularnymi bunkami.

Kvalita oocytov priamo suvisi s bunkovou smrtou, ¢o bolo overené
dvojitym farbenim a TUNEL. Rodina Bcl-2 bunkovych proteinov (B-bunkova
leukémia/ lymfoém-2), ktoré hraju Glohu v regulaénej drahe mitochondrialne;j
apoptézy, st jednou z najvyznamnejSich skupin regulatorov apoptozy.
Funkciou BCL2 je zabranit’ apoptoze a udrzat' prezitie buniek regulaciou
uvolnovania cytochromu C z mitochondrii (Yang et al., 1997). Na druhej
strane BAX posobi ako apoptoticky protein, ktory méze inhibovat’ posobenie
BCL2 (Jurgensmeier et al., 1998). V dbsledku toho je ur¢ovanie zranitelI'nosti
voci apoptotickym signdlom v bunkach zavislé od rovnovahy medzi pro- a
antiapoptickymi ¢lenmi v ramci tejto rodiny. Na zéklade daného pomeru
mozno usudit’, ze LB+ oocyty po 44h IVM nadmernou expresiou géenu BAX
podlahli apoptdze. Porovnatelny pomer bol pozorovany v procese
dozrievania hovadzich COCs, ako uvadza Boldura et al. (2016).

V pripade vzoriek buniek kumulu sme pozorovali identické vysledky
tykajuce sa pomeru BAX/BCL2 ako pri vzorkach oocytov. Predpokladame, Ze
proces apoptézy vo vzorkach LB+ je spusteny signalom z buniek kumulu,
ktory je potom prenaSany do oocytov prostrednictvom zvysenej expresie gap
junctions proteinov.

Porovnanim expresie GJA10 a GJC1 je mozné sledovat’ rozdiel a to, ze v
pripade LB- oocytov je expresia tychto génov nizsia. Tak ako Li et al. (2015)
a Shao et al. (2015), tak aj my sme preukazali, ze CCs zrelych oocytov
exprimuju niz§ie hladiny tychto génov.

Druhym signifikantnym vysledkom v ramci porovnania LB oocytov bola
expresia ITGAV, proteinu nevyhnutného pre integrinovd a aktinovd
cytoskeletalnu signaliziciu. Tento protein mozno najst vo folikularnej
bazalnej membrane, ako aj v okoli folikularnych buniek. Jeho funkcia zahfna
ul’ahcenie prichytenia buniek k matrici a prenos mechanickych a chemickych
signdlov (Monniaux et al.,2006; Peddinti, Memili, Burgess, 2010). Tieto
signaly nasledne prispievaju Kk regulécii aktivity réznych bunkovych
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komponentov, ako su cytoplazmaticke kinazy, receptory rastovych faktorov a
i6nové kanaly, ktoré st zodpovedné za riadenie organizacie vnutrobunkového
aktinového cytoskeletu. Jeho expresia sa v naSich vzorkach po 24h IVM
zvysila, ¢o moze stvisiet’ s expanziou kumulu a maturdciou oocytu. Preto bolo
toto zvySenie expresie vyrazne vysSie v pripade vysoko kvalitnych LB-
oocytov. Po 44h IVM boli hladiny expresie znizené v oboch skupinach.

2.5.6 Vplyv vitélnej selekcie na proteomicky profil oocytov

Na zéklade vysledkov vradmci expresie génov sme zrealizovali aj
proteomické hodnotenie LB oocytov. Proteomika zahffiala komplexnd
analyzu proteinov exprimovanych oocytom, ktora poskytuje cenné informacie
0 bunkovych procesoch, mechanizmoch ochoreni ¢&i potencialnych
terapeutickych ciel'och. V tejto Casti vyskumu sme sa rozhodli identifikovat’
proteiny, ktoré sa diferencialne exprimuju pocas dozrievania LB oocytov.
Kvoli menSiemu mnozstvu vstupného biologického materialu sa pouzil off-
gélovy proteomicky pristup, ktory prostrednictvom tandemovej hmotnostnej
spektrometrie zanalyzuje cely proteinovy extrakt.

V kompletnom zozname identifikovanych proteinov izolovanych z LB- (n=
67) a LB+ (n= 19) oocytov sme sa zamerali na 25 proteinov (Tab.6). Tato
skupina proteinov bola délezitd hlavne pre procesy oplodnenia, transkripcie,
translacie a posttranslacnych tprav. Okrem zhodnych proteinov zona
pellucida (ZP2-ZP4), ktoré su rozhodujlce pre vazbu spermii, akrozémovu
reakciu a prevenciu polyspermie, sme pozorovali, ze oocyty skupiny LB-
vykazuju zvySenu variabilitu proteinov (n=22) zapojenych hlavne do procesov
génovej expresie. V porovnani LB- a LB+, sme v LB+ oocytoch detegovali
len 6 zhodnych proteinov s rovnakymi funkciami. Pri LB+ oocytoch mézeme
predpokladat, Ze tieto proteiny bud neboli vObec exprimované v case
hodnotenia alebo ich mnoZzstva boli pod minimalnou troviiou detekéného
limitu nami vyuzitych nastrojov. Tieto ziskané data a rozdiely v proteinovom
zlozeni kvalitativne odlisnych experimentalnych skupin oocytov (LB- vs.
LB+) zodpovedaju tym, ktoré pozorovali Ellederova et al.(2004) v oocytoch
v §tadiu osipanych GV, MI a MII.

Na zéklade hypotézy, ze s narastajucim Casom maturacie dochadza
k zvySeniu kvality a vyvinovej kompetencie oocytov zo $tadia GV do MII,
sme na analyzu oocytov pouzili komparativny proteomicky pristup. Tento
pristup je vhodny na charakteriziciu kandidatskych proteinov, ktoré sa
diferencialne exprimovali pocas IVM. Vysledky proteomického hodnotenia
LB oocytov ukazali, ze niektoré z identifikovanych proteinov boli viac
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exprimované v kvalitnych oocytoch v MII stadiu ako v GV oocytoch. Podobné
vysledky dosiahol tim Vitale et al. (2007) a Virant-Klun et al. (2016), ktori
sledovali proteomicky profil oocytov (mys, ¢lovek) pocas maturacie in vitro.
V obidvoch pripadoch proteomickd analyza oocytov v GV a MII S§tadiu
identifikovala vyber jedine¢nych proteinov, ktoré sa javili byt rozdielne
regulované pocas dozrievania oocytov.

Tabulka ¢. 6: Vyber proteinov proteomickej analyzy (Bartkova, 2021)

Funkcia Pris'lup:‘.l v Nizov proteinu MW LB- LB+
cislo
(kDa)
.‘E P42099 Zona pellucida sperm-binding proten 2 + +
;‘E' % P4209% Zona pellucida sperm-bindng protem 3 46,20 + +
§ g‘ Q07287 Zona pellucida sperm-binding protein 4 59,29 + +
ADAIETALAR Acyl-cosnzyme A oxidase 6647 + +
g F15UQ9 Protem-arginine deiminaze type-§ 76,87 + +
:E IBLBDS Serine/threonine-protein kinase 10 11201 + +
g Q9GL50 Metalloreductase STEAP] 39,89 + -
E FI15AN]1 Caspase 14, apoptosis-related cysteine peptidase 27,70 + -
F2Z376 Transeription initiation facter I[IB + -
= FISPQO DMA-directed BN A peolymerase subunit beta 12258 + -
=
_-.-; AQAIZTBRO3 ETS domain-containing protein 55,80 + -
E FIRUBT Transcriptional regulator Kaiso 74,24 + -
? ADAIBGZZHD Storkhead box 1 110.23 + +
E AGNEPS Multiprotein bridging factor 1 1638 + -
g AQATITBOSL Transcriptional repressor p&6-beta 1soform X1 65,21 + -
B 131879 Zinc finger protein 77 5876  + -
E AQABGZMXT ANE_REP_REGION domain-containing protein 116,67 + -
E—f AQAIREZIGS GYF domain-containing protem 151,40 + -
IBLLE2 GLTSCR] domain-containing protein 147,02 + -
P&3053 Ubiquitin-605 nbosomal protein L40 14.71 + +
s
é_ _g BLQT9 Major vault protein 99,64 + +
;' g F1SL22 +on Willebrand facter 321,78 + +
% g_ ADAXETBILE Endoplasmic reticulum chaperone BiP 7222 + -
i g ADAIETAQET Heat shock protein HSP 90-alpha 90,58 + -
":: = ADAIESZET4 RFM domain-containing protein 25,28 + -
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3. Oplodnenie

Oplodnenie je proces, pri ktorom dochadza k spojeniu samcej a samicej
pohlavnej bunky avytvoreni zygoty. Tento proces je nevyhnutny pre
pohlavnu reprodukciu u vacSiny organizmov, vratane cicavcov. K oplodneniu
dochadza prostrednictvom komplexnej série udalosti, ktoré zahtiaji fuziu
gamét a aktivaciu rdoznych bunkovych procesov. Oplodnenie u cicavcov
prebieha Vv najSirSej Casti vajcovodu, konkrétne v ampularnom Useku
(Waaserman et al., 2005; Okabe, 2013).

Vzhl'adom na komplexnost’ tohto procesu je mozné definovat’ jeho
jednotlivé Casti na :

o Tvorba gamét: Pred samotnym oplodnenim dochéadza ku
gametogenéze, ¢ize tvorbe samicich a sam¢ich pohlavnych buniek. U
samcov prebieha gametogenéza v semennikoch a vysledkom je
produkcia spermii. U samic prebieha gametogenéza vo vajenikoch a
vysledkom je produkcia oocytov. Oba procesy zahffiajti meidzu, Cize typ
bunkového delenia, ktory znizuje pocet chromozomov v kazdej bunke
na polovicu. Pocas meidzy sa homologne chromozomy sparuji a
vymienaju si geneticky material prostrednictvom procesu nazyvaného
crossing over. Vysledkom je geneticka diverzita gamét, ktora
zabezpecuje prezitie druhu. Ked’ sa gaméty vytvoria, uvolnia sa zo
svojich prislusnych $truktar a nasleduje ich transport a aktivacia.

o Transport a aktivacia gamét: Transport spermie je naro¢ny
proces, ktory ulahCuju viaceré mechanizmy samicej reprodukcénej
sustavy, ako je viskozita hlienu kréka maternice, kontrakcie maternice
a vajcovodov, ¢i chemické signaly uvol’'neného a oplodnenia schopného
oocytu. Len mala ¢ast’ spermii sa uspes$ne dostane k blizkosti oocytu
a samotny proces oplodnenia tak moze trvat’ niekol'’ko hodin az niekol'ko
dni. Po dosiahnuti Urovni oocytu dochadza Kk aktivacii gamét
charakterizovanou Strukturdlnymi a molekularnymi zmenami na Grovni
metabolizmu, ¢o umoznuje preniknutiu spermie cez ochranné vrstvy
oocytu.

o Fuzia gamét a skora embryogenéza: Nastava po preniknuti
spermie do oocytu. Membrény oboch gamét sa spoja, ¢o umozni
zmieSanie genetického materidlu za vzniku diploidnej bunky, zygoty.
Fuzia gamét spusta sériu bunkovych dejov, ktoré¢ zabranuju vstupu
d’alsich spermii do oocytu, ¢im sa zabraneni polyspermii. Po oplodneni
zygota podstupuje deleniu buniek nazyvaného ryhovanie. Toto delenie
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vedie k vytvoreniu embrya, z ktorého sa postupne vyvinie zrely
organizmus. U cicavcov sa embryo implantuje do steny maternice, kde
dostava ziviny a podporu z tela matky.

3.1 Morfologické aspekty oplodnenia

Oplodnenie je zlozity proces, ktory zahfiia fiziu jadra spermie a jadra
oocytu za vzniku primarneho jadra embrya. Dolezitou lohou spermie v tomto
procese je okrem prinosu haploidného gendmu aj prinos centriolu, ktory
sposobuje rekonstrukciu zygotického centrozému (Obr. 12).

K oplodneniu dochadza vo vajcovodoch, napr. v pripade oSipanej
k oplodneniu dochéadza v isthmus vajcovodu, pricom oocyty dosahuju toto
miesto asi 45 min. po ovul&cii (Hunter,1974). Zakladnym krokom je maturacia
pohlavnych buniek. Zrely oocyt je vyluceny z folikulu v procese ovulacie,
zatial’ ¢o zrelé spermie su ulozené v nadsemennikoch az do ejakulacie. Po
ejakulacii su spermie vystavené samiCiemu reprodukénému traktu, ¢im
dochédza k ich aktivécii a sérii procesov zodpovednych za ziskanie schopnosti
oplodnenia.

Prvym aktivaénym krokom je ziskanie motility, kedy chvost spermie zacne
kmitat’ a pohanat’ ju smerom k oocytu. Spermie tak prechadzaji cez maternicu
az do vajcovodu, priCom ziskavaji schopnost’ oplodnenia v procese
nazyvanom kapacitacia (Stival et al., 2016).

Pociato¢né spojenie 0ocytu a spermie je sprostredkované glykoproteinmi
oboch gamét. Na povrchu zona pellucida je mnozZstvo vysoko $pecifickych
receptorov, ktoré zabezpecuju druhovo-Specifické spozndvanie gamét a
spustenie akrozomovej reakcie t.J. uvolnenie enzymov narusujucich zona
pellucida (Bailey, 2010).

Akrozémova reakcia je rozhodujicim krokom pri oplodneni, pretoze
umoziuje spojenie medzi spermiou a vajickom. Akrozém predstavuje
vybezok umiestneny na prednom hrote spermii. Pri kontakte s oocytom
prechadza akrozom sériou presne definovanych zmien, ktoré vedi k
uvolneniu enzymov ulahcujucich prienik cez ochranné vrstvy oocytu.
Akrozomovu reakciu podporuje prisun vapnika a pozostava z fuzie
plazmatickej membrany s vonkajSou akrozomalnou membranou za vzniku
mikrovezikul. V nich sa vytvoria otvory, cez ktoré sa uvolfiuje enzymovy
obsah akrozinu. Akrozin md hydrofobne vlastnosti, ktoré st dolezité pri
membranovej afinite (TOpfer-Petersen et al., 1990). P6sobenim akrozinu su
uvolnované glykoproteiny zo zona pellucida a spojenie spermie s vajickom je
stabilizované.
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Fuzia spermii je nasledna udalost’, ktora nastdva po akrozomovej reakeii.
Zahfna fhziu plazmatickych membran spermii a oocytu (Flesch, Gadella,
2000). Tato fhzia umoziuje prenos genetického materialu zo spermie do
vajicka, ¢im sa iniciuje tvorba zygoty. Zygota obsahuje kombinéciu
genetického materialu  od oboch rodiCov a predstavuje zaciatok
embryonalneho vyvoja. Po prieniku zona pellucida sa membrana spermie
spaja s membrana vitallina oocytu. Proti vniknutiu d’al$ich spermii vytvara
vajicko ,,polyspermaticky blok* t.j. do perivitelinného priestoru je vyluceny
obsah kortikalnych granil. Splynutie gamét spdsobi zvyseny prisun Ca®*, &im
sa uvolni obsah kortikalnych granul, priCom pokracuje polymerizacia zona
pellucida (Cran, Cheng, 1985). Tento proces prebieha postupne, takze sa moze
stat’, ze do oocytu vnikni d’al$ie spermie a tym vznika polyploidny oocyt
(Hunter, 1991). Tento sprievodny jav je pozorovany aj pri oSipanych a
sposobuje neplodnost’ (Stival et al., 2016).

S vniknutim hlavicky spermie do vajicka sa sptist'a druhé meiotické delenie
a Vv priebehu niekol’kych hodin po fizii gamét vznikaju funkéné prvojadra
(Cran, Cheng,1985, Laurin¢ik et al.,1996, 1997, 1998). Pri o$ipanych je
vidite'né samcie a samicie prvojadro asi po 8 hodinach (Ding et al., 1992).
K spojeniu tychto prvojadier dochddza 14-16 hodin po fazii gamét (Laurin¢ik
etal.,1994).

Kratko po splynuti spermie s vajickom zacinaju reagovat’ cytoplazmatické
faktory s chromozémami spermie, pricom dochadza k réznym molekularnym
zmenadm a Ciastocnej degradacii jadrovych proteinov. V tomto $tadiu sa tvori
uz aj spominany MPGF faktor (male pronucleus growth factor/faktor
kontrolujuci vyvoj sam¢ieho prvojadra), ale aj faktor zodpovedny za aktivaciu
spermii (Motlik, Fulka, 1986).

Zygota prechadza sériou bunkovych deleni, znamych ako Stiepenie, za
vzniku mnohobunkového embrya. Tieto skoré $tadia vyvoja su rozhodujuce
pre vytvorenie zakladného telesného planu a zacatie diferencidcie rdéznych
typov buniek. Pocas tohto procesu prechadza zygota morfologickymi
zmenami, ako je kompaktizacia a tvorba blastomér. Kompaktizacia zahina
zuzenie kontaktov bunka-bunka, ¢o vedie k vytvoreniu kompaktnej hmoty
buniek. Nasledne sa delenim dosiahne findlne stadium blastocysty,
charakterizované tvorbou vnutornej bunkovej hmoty a vonkajSej vrstvy
buniek nazyvanej trofoblast. Tieto morfologické zmeny sd nevyhnutne pre
implantéciu a nasledny embryonalny vyvin (Flesch, Gadella, 2000; Schiott et
al., 2004).
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Fertiliza’cia}

Spermia

Obrdazok ¢. 12: Fertilizacia a formovanie zygoty
(Zdroj: Upravené z Nomikos, Kashir, Lai, 2017)

3.2 Aktivéacia oocytov

Aktivacia oocytov je dolezity a prisne regulovany proces potrebny pre
obnovenie auspesné ukoncenie druhého meiotického delenia. Vo
vSeobecnosti plati, ze k aktivacii oocytu dochadza po zvySeni intracelularne;
koncentracie kationov vapnika (Miyazaki, Ito, 2006). Uvolnenie
intracelularnych zasob Ca?* tak predstavuje kli¢ovy faktor zodpovedny za
regulaciu Sirokej Skaly procesov a bunkovych funkcii veducich k zahajeniu
embryogenézy (Hojnik, Kovacic, 2019).

Vin vivo prostredi prebieha aktivacia oocytov pocas oplodnenia. Po
naviazani afazii gamét dochadza k aktivacii oocytu prostrednictvom
fosfolipazy C, konkrétne jej izoformy zeta (PLC (). V in vitro podmienkach
prebieha aktivacia prostrednictvom IVF technik alebo s vyuZitim
partenogenetickej aktivacie (Yeste, 2013).

3.2.1 Aktivécia oocytov in vivo

Dosiahnutim oocytarnej zrelosti v metafaze Il dochadza k zastaveniu
delenia az do stadia oplodnenia. Jednym z rozhodujucich krokov oplodnenia
je aktivacia oocytu, ktora predstavuje prirodzenu stimulaciu oocytu potrebnu
pre zahajenie embryonalneho vyvoja. Vin vivo podmienkach dochadza
k oplodneniu az po kapaciticii spermii. Kapacitacia je zlozity proces
pozostavajuci z viacerych biochemickych a fyziologickych zmien ako je
fosforylacia proteinov, iniciacia motility, narusenie membranovych proteinov
a zvysenie koncentracie kationov vapnika (Aitken, Nixon, 2013). V dosledku
tychto zmien dochadza k vyskytu fuzogénného stavu plazmy spermii
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a vonkajSich akrozomovych membran, ¢o umoznuje vyvolanie akrozomovej
reakcie (Fissore et al., 2002).

Po uspe$nom preniknuti spermie cez zona pellucida dochéadza k interakcii
spermatického proteinu lzumol a receptoru oocytov Juno (Bianchi et al.,
2014). V dobsledku tejto interakcie dochadza k membranovej fuzii v procese,
ktory eSte nie je uplne objasneny a spermatozon je pohlteny cytoplazmou
oocytu. Po membrénovej fazii sa oocyt aktivuje, Co je sprevadzané sériou
oscilacii Ca®*. To ma za nasledok Kkortikalnu reakciu, zahajenie a ukondenie
meiozy Il a indukciu embryogenézy (Kashir et al., 2012; Hojnik, Kovaci¢,
2019).

Priebeh oocytarnej aktivacie mozno definovat’ ako zlozita siet’ signalnych
drah, ktoré su ovplyvnené viacerymi faktormi, ktoré mozno rozdelit’ do dvoch
skupin a to:

o spermatické faktory,
o oocytarne faktory.

3.2.1.1 Spermatické faktory

Spermatické faktory prispievaju k aktivacii oocytu (Obr.14). Spomedzi
tychto faktorov si fosfolipdza C zeta (PLCC) ziskala zna¢na pozornost. PLC(
je izoforma fosfolipdzy C Specificka pre spermie. PLC{ bola prvykrat
identifikovana v roku 2002 Saundersom et al., ktori potvrdili jej vyskyt
vyluéne v spermidch viacerych zivociSnych druhov cicavcov vratane l'udi,
hlodavcov, osipanych a opic, ¢o naznacuje, Ze uloha PLC je zachovana v celej
zivociSnej risi (Bianchi et al., 2014; Saleh et al., 2020).

Primarna S$truktara PLCC pozostava zo Styroch domén: N-terminalnej
homoldgnej (PH) domény, katalytickej domény, C2 domény a C-terminalnej
domény. PH doména je zodpovednd za fosfoinozitidovl véazbu, zatial’ ¢o
doména C2 ul'ah¢uje vdzbu vapnika. Katalytickd doména ma enzymatick
aktivitu a je rozhodujuca pre hydrolyzu fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfatu
(PIP2) na inozitoltrifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG) (Obr.13).

Hlavnou ulohou PLCC je iniciécia oscilécii vapnika pri prieniku spermie.
Po fuzii spermie a oocytu sa PLC{ uvol'ni do cytoplazmy oocytu, kde iniciuje
sériu vapnikovych oscilacii. Mechanizmus, ktorym PLCC indukuje oscilacie
vapnika, zahina hydrolyzu PIP2, ¢o vedie k tvorbe diacylglycerolu a inozitol
1,4 5-trifosfatu. IP3 sa potom viaze na svoj receptor pritomny na
endoplazmatickom retikule, ¢o spdsobuje uvolnenie i6nov vapnika do
cytoplazmy. Uvolnené vapenaté iony sa viazu na rézne proteiny ako je napr.
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kalmodulin, a spustaju kaskadu udalosti, ktoré nakoniec vedu k aktivacii
oocytu. Tieto udalosti zahfnaji exocytézu kortikalnych grandl, obnovenie
meidzy a iniciciu embryonélneho vyvoja (Swann et al., 2006; Taylor et al.,
2010).

Lo EBEX Y I
Obrazok ¢. 13: Stavba PLC{ (Zdroj: Nomikos, Kashir, Lai, 2017)

PAWP

Samotna funkciu a ¢innost PLC( je prisne regulovana. Jednym z
kla¢ovych regulatorov PLC( je WWP doména viazuci protein (PAWP)
Specificky pre spermie. PAWP interaguje s PLCC a zvySuje jej enzymaticku
aktivitu, ¢im podporuje oscilacie vapnika oocytarnej cytoplazme. Okrem toho
PAWP tiez chrani PLC{ pred degradaciou, ¢im zabezpecuje jej trvala
pritomnost’ v cytoplazme 00CYtu.

PAWP bol prvykréat identifikovany v roku 2007, tym ze sa potvrdila jeho
pritomnost’ v postakrozomalnej oblasti spermii, odkial' pochadza aj jeho
nazov. Dalgie vyskumy odhalili, ¢ PAWP je vysoko konzervovany protein,
¢o znamena, ze sa nachadza u rdznych zivo¢isnych druhov.

Po fuzii spermie a oocytu sa PAWP prenasa zo spermii do ooplazmy.
PAWP pritomny v ooplazme spust’a sériu signalizacnych udalosti, ktoré vedu
k uvolneniu i6nov vapnika. PAWP je pritomny v postakrozomalnej oblasti
spermii a uvolfiuje sa pri penetracii spermii. Naproti tomu PLC( je
lokalizovany v hlavi¢ke spermie a po oplodneni sa uvoliiuje do ooplazmy.
Okrem toho $tudie ukazali, zZe PAWP moéZe indukovat aktivaciu oocytov aj v
nepritomnosti spermii, ¢o naznacuje jeho potencial ako samostatného
aktivatora. Na druhej strane samotnd PLC( nie je dostato¢nd na aktivaciu
oocytov, pretoZe na efektivne fungovanie vyzaduje pritomnost’ inych faktorov
v spermiach (Aarabi et al., 2014; Escoffier et al., 2016).

PPP1R12C

Dalsim dolezitym regulatorom aktivity PLC{ je regulacna podjednotka 12C
proteinovej fosfatazy 1 (PPP1R12C). PPPIR12C, tiez znamy ako ciel'ova
podjednotka 1 myozinfosfatazy (MYPT1) zohrava rozhodujucu ulohu pri
regulécii udalosti, ktoré vedu k uspesnému oplodneniu. Primarne sa exprimuje
v semennikoch a je lokalizovany v hlavnej casti chvosta spermie.
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Prostrednictvom interakcie s myozinfosfatazou moduluje PPP1R12C
fosforylaciu 'ahkého ret'azca myozinu (MLC), kritickej zlozky kontraktilného
aparatu v spermiéch (Collin, Lako, 2011; Fan et al., 2014).

Po ejakulacii su spermie spociatku v pokojnom stave. AvSak po vystaveni
samiCieho reprodukénému traktu sa PPPIR12C aktivuje, ¢o vedie k
defosforylacii MLC. Tato defosforylacia spusta kaskadu udalosti, vratane
hyperaktivacie motility a kapacity spermii, ktoré st nevyhnutné na to, aby
spermie dosiahli a prenikli do oocytu. PPP1R12C interaguje aj s PLC({ a
defosforyluje ju, ¢o vedie k jej inaktivacii. Tento regulaény mechanizmus
zabrafiuje nadmernému uvolflovaniu véapnika a zabezpeCuje spravne
nacasovanie a trvanie oscilacii vapnika pocas oplodnenia (Satouh et al., 2015).
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3.2.1.2 Faktory oocytu

Hlavnym dévodom Uplného zlyhania oplodnenia je nedostato¢na oocytarna
kvalita (Kilani, Chapman 2014). Ale aj na zéklade kvality oocytov sa okrem
spermatickych faktorov podiel’aju na aspesnom oplodneni a aktivacii oocytov
viaceré oocytarne resp. materalne faktory (Swathi, 2017).

AURKA

Maternalne faktory v oocyte zohravaju kIi¢ovu ulohu pri regulacii procesu
oplodnenia. Jednym z takychto faktorov je protein kindza Specificka pre
oocyty, Aurora kinaza A (AURKA). AURKA sa podiel'a na zostavovani
vretienka, zarovnavani chromozémov a organizacii cytoskeletu. Okrem toho
sa AURKA podiel'a na udrziavani genomovej stability a zabraiuje
predéasnému oddeleniu sesterskych chromatid reguldciou kohézneho
komplexu. V ramci oocytarnej aktivacie je AURKA regulatorom kalciovych
oscilacii prostrednictvom interakcie s proteinmi zapojenymi do vapnikovych
signalnych drah, ¢im zabezpeCuje spravne nacasovanie a koordinaciu tychto
udalosti (Nikonova et al., 2013; Ibrahimian, 2020).

PIP2

V plazmatickej membrane oocytov sa nachadza fosfatidylinozitol 4,5-
bisfosfat (PIP2). PIP2 mozno charakterizovat’ ako lipidova molekulu, ktora
v plazmatickej membrane oocytov vykazuje polarizovanu distriblciu s
vys$§imi koncentraciami lokalizovanymi v Specifickych oblastiach. Téato
polarizovana distribicia je rozhodujluca pre spravne fungovanie réznych
signalnych drah zapojenych do aktivacie oocytov. Stadie ukéazali, ze PIP2 sa
hromadi na zvieracom poéle oocytu, ¢o je miesto vstupu spermie pocas
oplodnenia. Tato lokalizacia je ulahCena aktivitou fosfoinozitidkinaz,
enzymov zodpovednych za syntézu PIP2 z fosfatidylinozitol 4-fosfatu (P14P)
(Yeste et al., 2016).

PIP2 po6sobi ako kriticky regulator vapnikovych oscilacii moduléciou
aktivity inozitoltrifosfatovych receptorov (IP3R), ktoré su zodpovedné za
uvolfiovanie vépnika z intraceluldrnych zasob. Studie ukazali, ze PIP2
interaguje s IP3R, ¢im sa zvysuje ich citlivost’ na IP3, ligand zodpovedny za
aktivaciu tychto receptorov. Tato interakcia podporuje vytvaranie silnych
vapnikovych oscilacii, ktoré zaist'uju spravnu aktivaciu oocytov. Okrem toho
sa zistilo, Ze PIP2 reguluje aktivitu inych vapnikovych kanalov, ako su kanaly
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prechodného receptorového potencialu (TRP), o d’alej prispieva k vapnikovej
signalizacii pocas aktivacie oocytov (Ferrer-Buitrago et al., 2018).

IP3R

V membrane endoplazmatického retikula je umiesteny vapnikovy kanal,
inozitoltrifosfatovy receptor (IP3R). IP3R posobi ako strazca intracelularnych
zasob vapnika, reaguje na véizbu inozitoltrifosfatu (IP3) a sptist'a uvolilovanie
vépnika do ooplazmy. Kanal IP3R sa sklad4 z troch podtypov: IP3rl, IP3r2 a
IP3r3. Kazdy podtyp ma odlisné vyrazové vzory a funkéné vlastnosti, pricom
IP3r1 je prevazne exprimovany v oocytoch.

Po hydrolyze PIP2 sa IP3 viaze na IP3R, ¢o sposobuje otvorenie kanéla a
uvolnenie Ca?* z endoplazmatického retikula (Swanti, 2017). Aktivita IP3R
je prisne regulovana réznymi faktormi. Jednym z klI'ai¢ovych regulatorov je
samotna hladina IP3, ktora sa meni po difGzii spermie a oocytu. Okrem IP3
ovplyviiuje aktivitu IP3R aj proteinkinaza A, C (PKA/PKC) a fosfatazové
proteiny PP1, PP2A, cAMP a kalmodulin (CaM) (Taylor et al., 2010).

Okrem aktivacie oocytov, je IP3R ddlezity aj poCas samotnej maturacie
oocytov. IP3R1 je v GV stadiu oocytov vo forme difuznej, nepravidelnej
a granularnej distribucii, ktoré sa po dosiahnuti MII fazy meni na retikularnu
a perifernu. Po oplodneni je IP3R1 pritomny v strede a na periférii embryi v 2,
4-bunkovom embryu, pri¢om v 8-bunkovom embryu sa redistribuuje naprieé
celym cytosolom. Tieto lokalizacné zmeny sa vyskytujli sibeZzne so zvySenim
hladin tohto receptora (Alberio et al., 2004; Swanti, 2017).

PKC a PKA

Zvysenie intracelularnych hladin Ca?* vedie k aktivacii réznych signalnych
dréh, vratanie PKC a PKA. Po pritoku Ca?* sa PKC aktivuje vizbou na DAG,
lipidového posla generovaného ako vysledok aktivacie fosfolipazy C (PLC).
Aktivovana PKC fosforyluje downstream ciele, vratane proteinov zapojenych
do aktivacie oocytov. Jednym z takychto ciel'ov je inozitol 1,4,5-trifosfatovy
receptor (IP3R), ktory uvoliuje Ca?* z vnitrobunkovych zésob a zosiliiuje
signal Ca?*. Aktivacia PKC navyse vedie k fosforylacii inych proteinov ako je
napr. MAPK a cytoskeletalne zlozky. Tieto fosforyla¢né udalosti moduluju
bunkové procesy, ako je exocytdza kortikalnych grandl, pronuklearna tvorba

a zostavenie vretienka, ¢o je vSetko kl'uCové pre uspesnu aktivaciu oocytov
(Chen et al., 2014).
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Okrem PKC hra vyznamnu ulohu pri aktivacii oocytov aj PKA. PKA je
cyklickd adenozinmonofosfatovd (CAMP)-dependentna proteinkinaza, ktora
sa aktivuje zvySenim intracelularnych hladin cAMP. Aktivovana PKA
fosforyluje rdzne substraty zapojené do aktivacie oocytov, vratane proteinov
spojenych s meiotickym obnovenim a exocytdézou kortikalnych grandal.
Jednym z ddlezitych cielov PKA je MPF. Okrem toho aktivacia PKA tiez
reguluje dynamiku cytoskeletu prostrednictvom fosforylacie proteinov
spojenych s mikrotubulami a viazucimi aktin, ¢im ovplyviiuje zostavenie
vretienka a cytoplazmatické preskupenia potrebné na uspesné oplodnenie
(Matavel et al., 2010; Feitosa et al., 2020).

Ca?t

Spomedzi rdznych zapojenych signdlnych molekul zohravaji kI'ic¢ovu
Glohu pri riadeni tychto procesov kationy vapnika. Vapnikoveé oscilacie su
charakteristickym znakom aktivacie oocytov a su rozhodujice pre uspesné
oplodnenie. Po vstupe spermii sa spusti rychly priliv idnov vapnika, ¢o vedie
k sérii opakovanych zvySovani a znizovani intraceluldrnych hladin vapnika.
Tieto oscilacie su prisne regulované a koordinované. Spustenie kalciovych
oscilécii sa primarne pripisuje spermo-Specifickej fosfolipaze PLCC, ktora
hydrolyzuje fosfatidylinozitol 4,5-bisfosfat (PIP2) za vzniku inozitoltrifosfatu
(IP3). IP3 sa viaZe na svoj receptor na endoplazmatickom retikule, ¢o vedie k
uvol'neniu vapnika zo zasob ooplazmy. Toto pociato¢né uvolnenie vapnika
spusta pozitivhu spitna vidzbu, zosililuje vapnikovy signal a vytvara
charakteristicky oscila¢ny vzor (Nikiforaki et al., 2016).

Véapnikové oscilacie reguluju resp. iniciuju viaceré signalne drahy zapojené
do aktivacie oocytov. Jednou z kI'iCovych drah regulovanych vapnikom je
MAPK. Prisun vépnika aktivuje MAPK kindzu (MEK), ktord nésledne
fosforyluje a aktivuje extracelularnu signdlom regulovand kinazu (ERK).
Aktivovand ERK sa potom translokuje do jadra, kde reguluje génovu expresiu
a podporuje meiotické obnovenie. Okrem drahy MAPK vépnikova
signalizécia aktivuje aj d’alSie downstream efektory, ako je proteinkinaza C a
proteinkinaza 1l zavisla od Ca?*/kalmodulinu (CaMKII). Tieto kinazy hraju
zasadnu Ulohu pri regulécii cytoskeletdlnych preskupeni, exocytdze
kortikalnych grandl a pronuklearnej tvorbe. Integrécia tychto signalnych drah
zabezpecuje koordinovanti progresiu aktivacie oocytov a néasledny
embryonalny vyvoj (Williams, 2002; Putney 2011).
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3.2.2 Aktivéacia oocytov in vitro

Aktivacia oocytov v in vitro podmienkach prebieha formou IVF. V pripade
vyskumov na modelovych organizmoch sa z dévodu polyspermie vyuziva aj
tzv. partenogeneticka aktivacia. Partenogenéza oznacuje vyvoj embrya
z oocytu neoplodneného spermiou. Tento jav bol pozorovany u rdznych
druhov v celej zivociSnej risi, pricom u bezstavovcov je partenogenéza
pomerne Casta.

Partenogenetickd aktivacia nastava, ked’ sa oocyt vyvinie do podoby
embrya bez oplodnenia spermiou. U cicavcov je tento proces velmi
neobvykly, pretoze pohlavné rozmnozovanie je prevladajicim sposobom
rozmnozovania. Hlavnym znakom tuspe$nej partenogenézy je spravna
manipulacia s bunkovymi signalnymi drahami. V prirodzenych podmienkach,
kedy spermia oplodni oocyt, spusti sériu udalosti, ktoré vedd k aktivéacii
oocytu a naslednému vyvoju embrya. V partenogenéze sa vedci pokusaju
umelo napodobnit’ tieto udalosti umelou aktivaciou oocytu pomocou réznych
mechanickych, fyzikalnych a chemickych stimulov (Obr.15-16) (Bartkova et
al., 2020).

V praxi sa najviac stretneme prave stymito druhmi partenogenetickej
aktivacie:

o Mechanicka aktivacia: je zalozena na zaklade napodobiiovania
fyzickych sil, ktoré sa vyskytuji pocas prirodzeného oplodnenia.
V ramci tohto spésobu sa vyuzivaji hlavne techniky mechanickej
stimuldcie, vratane vibracii mikropipety, mechanického mieSania a
mikrofluidnych systémov. Cielom tychto pristupov je replikovat
mechanické podnety, s ktorymi sa oocyty stretdvaju pocas transportu
v sami¢om reprodukénom trakte. Uginnost mechanickej aktivacie
spo¢iva v schopnosti modulovat’ intracelularne signalne drahy. Studie
ukdzali, Ze mechanické podnety moéZu spustit’ oscilacie vapnika v
oocyte, ¢o je kl'aicova udalost’ pre tispesné oplodnenie. Okrem toho sa
zistilo, ze mechanicka stimulacia podporuje exocytézu kortikalnych
granul, ktord zabrafniuje polyspermii a zabezpecuje normalnu progresiu
embryonalneho vyvoja.

o Elektricko-chemickd aktivacia: vtomto pripade dochadza
k vyuzitiu kombinacie elektrickych pulzov a extracelularneho zdroja
kationov véapnika. Elektrické pole vytvorené pomocou mikroelektrod
vytvara impulzy s nizkou intenzitou, ¢o vedie K otvoreniu napatim
riadenych vépnikovych kanalov a naslednému pritoku véapnika
z extracelularneho zdroja (najcastejsie média), co spdsobuje prechodné
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zvySenie Ca?* vedice kopatovnému zahdjeniu a dokondeniu MII
delenia.

Okrem otvorenia pérov sposobuje elektrické pulzovanie aj produkciu
IP3, ktory spoloéne so 6-dimetylaminopurinom (6-DMAP)
obsiahnutom v kultivatnom médiu, indukuju oscilaciu intracelularneho
Ca?" a vznik partenogenetickych embryi (Alberio et al., 2001; Bartkova
et al., 2020).

o Chemicka aktivacia: tento druh aktivacie vyuziva rozne
chemické latky zapricifiujuce pozitivny gradient Ca?*. Chemické
stimulanty na aktivaciu oocytov su typicky malé molekuly, ktoré
posobia ako agonisty pre Specifické bunkové receptory zapojené do
vapnikovych signalnych drah. Jednym 2z beZzne pouzivanych
chemickych stimulantov je ionomycin, ktory ulahcuje pritok ionov
vapnika do cytoplazmy oocytov. Chemicka aktivacia vSak vyuziva aj iné
latky ako je chlorid strontnaty ¢i etanol (Prochazka et al, 2012; Bartkova
etal., 2020).

o Fyzikalna-laserova aktivacia: predstavuje novy pristup v
aktivacii oocytov, ktory ponuka presnd kontrolu nad procesom
aktivacie. Tato technika zahfna pouzitie zaostreného laserového luca na
vyvolanie lokalizovanych fototermalnych ucinkov na membranu
oocytov, ¢o vedie k uvolfiovaniu vapnika a naslednému vyvoju embrya.
Laserova stimuldcia ponuka niekol’ko vyhod, vratane schopnosti
zacielit na Specifické oblasti oocytu, zniZzeného rizika poSkodenia
okolitych tkaniv a zlepSenej miery oplodnenia v porovnani so samotnou
chemickou aktivaciou (Varga et al., 2008; Hammound et al., 2010; Lee
et al., 2015; Alvarez et al., 2018).
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Za normalnych okolnosti

po prieniku spermie do Prvé pdlove teliesko
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Obrdzok ¢. 15: Schématické zndzornenie partenogenézy
(zdroj: Strejcek, 2023)
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Obrazok ¢. 16: Spdsob prenikania Ca?* v pripade partenogenetickej
aktivacie
(Zdroj: Upravené zo Swann, Lai, 2016)
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3.3 Formovanie prvojadier

Po oplodneni prebieha v zygote séria zlozitych bunkovych dejov, ktoré
vedlu k vytvoreniu samcicho (zo spermie) a sami¢ieho (oocytarny pdvod)
prvojadra (pronucleus). Tvorba oboch prvojadier je nevyhnutna pre dalsi
vyvoj embrya (Obr. 17).

Po uspesnom oplodneni spermia prenika cez zona pellucida, v ooplazme
straca bi¢ik, vonkaj$iu membranu a splynie s oocytarnou membranou. Tato
flizia spusta uvolnenie vapnika, pri¢om zvysenie hladiny Ca?* iniciuje proces
dekondenzécie spermii s ciel'om vytvorit’ zbobnatené jadro zname ako samicie
prvojadro. Proces dekondenzécie zahffia odstraneniec protaminov, ktoré
nahradzaju histony pocas spermatogenézy. Odstranenie protaminu umoziuje
opatovné vytvorenie nukleozomalnej organizacie v sam¢om prvojadre. Tato
reorganizécia je rozhodujuca pre néaslednu replikaciu DNA a génovu expresiu
pocas skorého embryonalneho vyvoja (De Sousa et al., 2002; Marangos et al.,
2003).

Stcasne prechadza radom zmien aj oocyt. Cytoplazmatické organely
oocytu sa redistribuuji smerom k miestu vstupu spermie a vytvaraju Struktaru
nazyvani samici pronuklearny prekurzor. Z tohto prekurzora sa nakoniec
vyvinie sami¢ie prvojadro. V samicom prvojadre prechadza dekondenzaciou
a replikaciou maternalna DNA, ¢im sa pripravuje na nasledn faziu so saméim
prvojadrom. Proces dekondenzacie zahifia modifikacie histonov, ako je
acetylacia a metylécia, ktoré ulahcuju relaxaciu chromatinovej Struktary a
umoziuju génovu expresiu.

Po faze syntézy, kedy dochadza k replikacii DNA nastadva faza tzv.
migracie. Prvojadra sa prostrednictvom mikrotubulov koordinovane pohybuju
smerom k sebe. Stidie trojrozmerného ¢asozberného zobrazovania ukazali, Ze
prvojadra migruja réznymi spdsobmi nie len v okrajovej, ale aj centralnej
oblasti zygoty (Scheffler et al., 2021).

Po priblizeni prvojadier dochadza kich flzii, syngamii. Tato fuzia
kombinuje geneticky materidl od oboch rodiCov, o vedie k vytvoreniu
jediného diploidneho jadra. Vznik jedine¢nej kombinécie chromozoémov tak
nasledovne bude urcovat’ vlastnosti vyvijajuceho sa embrya.
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Obrdzok ¢.17: Formovanie prvojadier
(Zdroj: Upravené z Gordon, 2003)

Akonéhle sa vytvoria obe prvojadra dochadza k zahajeniu migracie do
stredu oocytu. Tato migracia je pohanana mikrotubulami a molekularnymi
faktormi, ktoré zabezpecuju spravne zarovnanie pronukleov pre naslednd
fuziu. Fazia prvojadier je kritickym krokom pri tvorbe diploidnej zygoty.
Zahtna rozpad jadrovych obalov obklopujucich kazdy pronukleus a zlucenie
ich genetického materialu. Proces fuzie je ulahfeny faktormi, ako SO
nukleoporiny, ktoré sprostredkovavaju rozpad jadroveho obalu, a proteiny
zapojené do opravy a rekombinacie DNA.

Po pronukleéarnej fuzii vstupi zygota do fazy znamej ako interfaza, kde
dochadza ku kondenzéacii chromozémov. Tato kondenzécia je potrebnad na
zabezpecenie spravnej segregacie chromozomov pocas nasledujucich deleni
buniek. Pocas raného embryondlneho vyvoja prechadza zygota radom delenti,
¢o vedie k vytvoreniu mnohobunkového embrya. Geneticky material
Vv prvojadrach pocas tychto deleni replikuje a distribuuje rovnomerne medzi
vznikajace dcérske bunky. Nacasovanie a koordinacia tychto deleni st
kla¢ové pre spravny embryonalny vyvoj (Oswald et al., 2000; Gordon, 2003;
Rosenbusch, 2009).

Z hladiska fyzioldgie rozliSujeme niekol’ko vyvojovych §tadii prvojadier
(Gordon,2003) (Tab. 7):
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Tabulka 7: Vyvojové Stadia prvojadier

Stadium Samdie prvojadro Samicie prvojadro

Kompletna spermia sa Opétovné zahajenie
PN-1 nachadza v ooplazme. druhého meiotického
delenia.

Hlavi¢ka spermie Extrazia PBII,
PN-2 dekondenzuje a zvéacsuje kompletizécia druhého
sa. Bi¢ik sa oddel'uje. meiotického delenia.

Hlavicka spermie Chromozémy zacinaju
nad’alej dekondenzuje. dekondenzovat’ a jadrova
Dochédza k formécii membrana sa zacina
jadrovej membrany. formovat’.

PN-3

Dekondenzacia chromozomov je ukoncena.

PN-4 Vzniknuté prvojadra st obalené kompletnou
membranou.

Prvojadra zvaésuju svoj objem, pricom pri ¢om ich

PN-5 obsahy maju rovnaku denzitu.

Prvojadra dosahuju maximalnu vel’kost’.

PN-6 Nachadzaju sa v centre ooplazmy a vzdialenost’ medzi
nimi je vel'mi mala.

3.3.1 Rozdiely medzi prvojadrami

Vzniknuté prvojadrd obsahujua geneticky materidl potrebny pre
embryonalny vyvoj, avSak taktiez vykazuju odlisné vlastnosti a zohravaju
rozne Glohy v skorych §tadiach embryonalneho vyvoja. V ramci genetického
zloZenia nesie samcie prvojadro geneticky material vylu¢ne od otca a vznika
kondenzaciou chromatinu spermie, ktory obsahuje haploidni sadu
chromozomov. Genetické zlozenie sami¢ieho prvojadra je relativne stabilné a
po oplodneni zostava nezmenené.

Samicie prvojadro obsahuje geneticky material od matky a vznika
kondenzéciou chromatinu oocytu, ktory taktiez obsahuje haploidnt sadu
chromozomov. Tieto chromozomy nesu genetickd informaciu, ktord bude
urovat rozne Crty a charakteristiky vyvijajuceho sa embrya. Samicie
prvojadro nie je stabilné a prechddza procesom nazyvanym genomovy
imprinting. Pocas tohto procesu su urcité gény oznafené epigenetickymi
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modifikaciami, ktoré moézu ovplyvnit’ ich expresné vzorce v nasledujdcich
vyvojovych stadiach (Latham, Schultz, 2001; Schultz, 2002).

V ramci replikacie DNA adelenia buniek taktiez mozno detegovat
rozdiely. Samcie prvojadro iniciuje replikaciu DNA skor ako samicie. Tato
skoréd replikacia zaistuje, ze otcovsky geneticky material je dostupny pre
nasledné bunkové delenia. Na rozdiel od toho samicie prvojadro podlicha
replikacii DNA o nieco neskor, ¢o umoziuje koordinéaciu s inymi bunkovymi
udalostami potrebnymi pre spravny embryonalny vyvoj.

Vyznamnym rozdielom medzi prvojadrami su epigenetické modifikacie.
Epigenetické modifikéacie hraju klI'aCovu ulohu pri regulacii vzorcov génove;j
expresic pocas embryonalneho vyvoja. Obe prvojadrd po oplodneni
prechadzaju epigenetickym preprogramovanim. Rozsah a nacasovanie tychto
modifikacii sa v8ak medzi provjadrami lisi. Samcie prvojadro prechadza
relativne minimalnym epigenetickym preprogramovanim, ¢o je spdsobené
rozsiahlou remodeldciou chromatinu pocas spermatogenézy. Samicie
prvojadro si vSak zachovava zna¢né mnozstvo epigenetickych znaciek, ktoré
je potrebné pre spravny embryonalny vyvoj odstranit’ a nasledne obnovit’
prostrednictvom metylacie a demetylacie DNA.

DNA metylacia patri medzi najrozsirenejSiu epigeneticku modifikaciu.
Metylacia DNA zahitia pridanie metylovej skupiny k cytozinovému zvysku
DNA, ktory sa vyskytuje prevazne v CpG dinukleotidoch. Tato modifikécia je
katalyzovand DNA metyltransfer&zami (DNMT) a hra kla¢ova ulohu v
génovej regulécii, gendbmovom imprintingu, inaktivacii X-chromozémov a
umlcani repetitivnych prvkov (Li, 2002).V sami¢om prvojadre dochadza aj k
demetylacii DNA, ¢im nastava odstranenie zdedenych metylacnych znaciek.
Tato globalna demetylacia je rozhodujlca pre preprogramovanie
maternalneho gendmu a umoziuje vytvorenie novych metylacnych vzorcov.
Proces demetylacie DNA zahfna aktivne a pasivne mechanizmy. K aktivnej
demetylacii dochadza prostrednictvom enzymatickej aktivity TET proteinov,
ktoré oxiduju 5-metylcytozin (5mC) na 5-hydroxymetylcytozin (ShmC), ¢o
vedie k d’al$ej oxidacii a pripadnému odstraneniu metylovej skupiny. Na
druhej strane pasivna demetylacia prebieha replikdciou DNA bez udrziavace;j
metylacie, ¢o vedie k redukcii metylovanych cytozinov (Ito et al., 2010; Pastro
etal., 2013).

Po vytvoreni demetylovaného stavu nastava de novo metylacia DNA, ktora
zabezpecuje zisk novych metylacnych vzorcov. Tento proces zahifiia nabor
DNMT, najmd DNMT3A a DNMT3B, ktoré vytvaraji metylacné znacky v
Specifickych genomovych oblastiach. De novo proces metylacie DNA je
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riadeny roéznymi faktormi, vratane motivov sekvencie DNA, Struktury
chromatinu a interakecii s transkripnymi faktormi. Tieto faktory prispievaja k
vytvoreniu Specifickych vzorcov metylacie DNA, ¢im sa zabezpeluje
primerana expresia génov potrebnych na diferenciaciu a vyvoj buniek
(Obr.18) (Okada, Yamaguchi, 2017; Richard Albert et al., 2020).

Vysoka
uroven

DNA

METYLACIA

DNMT3A
DNMT3B

Nizka
uroven

Vyvojové stadia

Obrazok ¢. 18: Dynamika DNMT v priebehu embryogenézy: Strata
metylacie pocas embryogenézy vedie k iniciécii aktivacie embryonalneho
gendému (EGA) a implementéacii epigenetickych vzorcov prostrednictvom

katalyzovanej DNMT3A a DNMT3B.
(Zdroj: Upravené z Breton-Larrivée, Elder, McGraw, 2019)
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4. Embryogenéza

Embryogenéza je proces, pri ktorom sa z jedného oplodneného oocytu
vyvinie komplexny organizmus. Tento zlozity proces zahffia sériu presne
organizovanych udalosti, ktoré vedu k vytvoreniu tkaniv, orgnov a v
kone¢nom doésledku k narodeniu plne funk¢éného jedinca. Pochopenie
mechanizmov embryogenézy u cicavcov je nielen klIicové pre pokrok v
nasich poznatkoch o vyvojovej bioldgii, ale ma aj velky potencidl pre
medicinske aplikacie. Sledovanie a $tidium embryogenézy je vSak z dévodu
oocytarnej velkosti a obmedzeného poctu oocytov mierne komplikované
(napr. velkost’ 'udskej zygoty predstavuje cca 100 um, ¢o je 1/1000 z velkosti
oocytu druhu Xenopus) ( Plusa, Piliszek, 2020; Khokhlova et al., 2020).

Ovuléciou, ¢ize uvolnenim oplodnenia schopného oocytu, dochadza po
oplodneni spermiu v ampule vajcovodu k zahajeniu embryogenézy za vzniku
zygoty. V prvych hodinach po oplodneni dochadza vo vSeobecnosti k rade
zmien ako je:

. Prienik spermie a jej pritomnost’ v ooplazme. T4to faza nastava
cca 1-2 hodiny od oplodnenia. V tejto faze dochadza k pokracovaniu
pozastaveného meiotického delenia.

o Dekondenzacia spermie sprevadzand uvolnenim druhého
poloveho telieska. Tato faza prebieha cca 2-3 hodiny po oplodneni
a signalizuje ukonc¢enie druhého meiotického delenia.

o Pokracujuca dekondenzacia spermie a nasledné obnovenie
jadrovej membarny. Této fza nastava cca 3-4 hodiny po oplodneni.

. Dokoncenie dekondenzacie chromozémov. Tato faza nastava
cca 4-6 hodin po oplodneni a je sprevadzana lokalizaciou prvojadier,
obklopenych membréanou, v kortikélnej ooplazme.

o Rast prvojadier aich nasledna migrécia do centra oolazmy.
Tato faza nastava cca 6-8 hodin po oplodneni.

o Po cca 8-10 hodinach od oplodnenia s prvojadré lokalizované
v centre ooplazmy. Maju zvinené membrany, ¢o vedie k vytvoreniu
spojenia. V tomto §tadiu je vyvin prvojadier ukonceny.

o Po splynuti prvojadier, cca 18-20 hodin od oplodnenia, vznika
zygota (Omelka et al., 2011; Milewski, Ajduk, 2017; Briggs et al.,
2018).
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4.1 Ryhovanie

Zygota podlieha rychlemu deleniu buniek, znamemu ako ryhovanie, ktoré
nastava cca 24 hodin po oplodneni. Ryhovanie zygot zvySuje pocet buniek, ¢o
umoziuje diferencidciu a Specializaciu buniek na rézne tkanivd a organy.
TaktieZ zaistuje kompaktnost’ embrya bez extrémnej zmeny vel'kosti, ktora je
kl'aCova pre difazny prienik dostatotného mnozstva zivin a kyslika.
Ryhovanie v kone¢nom doésledku pripravuje podmienky pre nasledné
Vvyvojové procesy, ako je gastrulacia a organogenéza.

Pocas delenia zygoty sa bunky rychlo delia bez toho, aby sa zvacsovali.
Tento proces zabezpecuje, ze kazda dcérska bunka dostane rovnaké mnozstvo
cytoplazmy a genetického materialu, pricom sa zachovava geneticka integrita.
K deleniu dochadza mitdzou, posas ktorej sa DNA replikuje a segreguje do
dvoch dcérskych buniek za vzniku 2-bunkového embrya.

Ako proces delenia a diferenciacie pokracuje, 2-bunkové embryo sa
mitoticky deli za vzniku 4-bunkového embrya. Toto Stadium je
charakterizované pritomnost’ou $tyroch blastomér, ktoré vytvaraju zaklad pre
nasledné delenie a tvorbu SpecializovanejSich buniek.

Nasledovnym delenim vzniké 8-bunkové stadium, v ktorom dochadza uz
ku kompaktizacii. Kompaktizacia je proces, pri ktorom sa bunky preskupuju
a vytvaraji kompaktnejSiu Struktaru. Tento proces je nevyhnutny pre
stanovenie polarity bunky a komunikéaciu medzi bunkami.

Dalsie delenie vedie k vytvoreniu 16-bunkového embrya, ktoré podlieha
zhutneniu s cielom vytvorit'® §trukturu znamu ako morula. Morula je pevna
gulovita Struktra buniek, ktora pripomina tvar moruse. Morula vstupuje do
d’alsej fazy delenia, kde dochadza k tzv. kompaktizacii. Pocas zhutfiovania
tvoria vonkajSie bunky moruly tesné spojenia a priliehaju tesne k sebe, zatial
¢o vnutorné bunky sa stavaju vol'nejSie. V morule sa vytvara dutina naplnena
tekutinou nazyvana blastocoel. Téato dutina oddel'uje vnutornu bunkovi hmotu
od trofoblastu, ¢o vedie k vytvoreniu blastocysty.

Blastocysta je klufova Struktira pozostavajica z dvoch odlisSnych
bunkovych populacii: vonkajSej vrstvy buniek nazyvanej trofoblast a
vnuatornej bunkovej hmoty - embryoblast. Z trofoblastu vznika placenta, zatial
¢o z vnutornej bunkovej hmoty sa vyvija vlastné embryo. Ako postupuje
ryhovanie zygoty, v morule sa vytvara dutina naplnena tekutinou nazyvana
blastocoel. Tato dutina oddel'uje vnutorni bunkovii hmotu od trofoblastu, ¢o
vedie k vytvoreniu blastocysty. Blastocysta je nevyhnutna pre implantaciu a
nasledny embryonalny vyvoj (Brinster, 1974; Van Soom et al., 2003; Kujik et
al., 2008; Wu et al., 2013; Shi et al., 2015; Frankenberg et al., 2016).
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4.1.1 Typy embryonalneho ryhovania

Rand embryogenéza, konkrétne ryhovanie, predstavuje proces
opakovanych mitotickych deleni, ktoré rozdel'uji embryo na viacero buniek.
S kazdym delenim pocet buniek narasta, pricom dochadza k udrzaniu celkovej
priemernej velkosti embrya nepriamo umernym zmenSovanim buniek.
Vzhl'adom na odliSnosti pocas ryhovania dochadza ku klasifikacii dvoch
ryhovani a to:

o Meroblastického ryhovania typicke pre vtaky, ryby, hmyz
o Holoblastického ryhovania: obojziveliky, makkyse, cicavce

Meroblastické ryhovanie je typ bunkového delenia, ktory sa vyskytuje
v organizmoch s vyznamnym mnoZzstvom zitka, pricom nevedie k uplnému
rozdeleniu zygoty. Meroblastické ryhovanie mozno d’alej kategorizovat’ do
dvoch podtypov: diskoidné a povrchové. Pri diskoidnom meroblastickom
ryhovani dochadza k deleniu iba v malej diskovitej oblasti na vrchu Zitka,
zatial’ o zvysok Zitka zostava nedotknuty. Tento typ $tiepenia sa vyskytuje u
vtakov a plazov. Povrchové meroblastické ryhovanie zahifia tvorbu
blastodermu, ¢o je jedna vrstva buniek na povrchu Zitka. Blastoderm sa deli,
zatial' ¢o Zltok zostiva nerozdeleny. Tento typ ryhovania sa pozoruje pri
hmyze a niektorych kérovcov (Obr. 19) (Schulze, Schierenberg, 2011; Yin et
al., 2016; Hasley et al., 2017).

V prvom deleni sledujeme meroblastické diskoidné Stiepenie, ktoré je
obmedzené na blastodisk z dovodu velkého obsahu Zitka. V ramci tohto
Stiepenia sa embryo deli pozdiZ svojej pozdiznej osi, vysledkom Goho su dve
dcérske bunky, ktoré su orientované navzajom paralelne. Proces zadina
vytvorenim Stiepnej brazdy, ktora sa javi ako plytka ryha na povrchu embrya.
Orientacia Stiepnej brazdy je ur¢end polohou mitotického vretienka, ktora je
ovplyvnena kortikalnou rotaciou. Bunky blastodermu sa oddel’uju od Zitka az
ekvatorialnym  §tiepenim. Dal§ie ekvatoridlne §tiepenia  vytvaraju
viacvrstvovi blastodermu s hrubkou troch alebo Styroch buniek. U vtdkov sa
medzi blastodermou a Zitkom vytvara priestor nazyvany subgerminalna
dutina. Bunky blastodermu (cca 60 000) migruju do subgerminalnej dutiny,
aby vytvorili druhta vrstvu. Dve vrstvy vytvaraji vonkajsi epiblast a vnutorny
hypoblast s blastocoelom medzi nimi.

Holoblastické ryhovanie je typ bunkového delenia, ku ktorému dochadza v
organizmoch s malym alebo Ziadnym Zitkom. Tento typ delenia je
charakterizovany Uplnym rozdelenim zygoty, vysledkom ¢oho st rovnako
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velké blastoméry. Holoblastické ryhovanie mozno d’alej klasifikovat’ do troch
podtypov: radialne, $piralové a bilateralne. Poc¢as radialneho holoblastického
ryhovania sa zygota deli symetricky pozdiz vertikalnej aj horizontalnej osi a
vytvara blastoméry, ktoré su usporiadané v radialnom vzore. Tento typ
Stiepenia sa pozoruje u ostnatokozcov a niektorych strunatcov. Pri Spirdlovom
holoblastickom ryhovani dochadza k deleniu blastomér Sikmo, vysledkom
¢oho je Spiralovité usporiadanie buniek. Tento typ delenia sa bezne vyskytuje
u mékkySov a annelidov. Bilaterdlne holoblastické ryhovanie zahfia
rozdelenie blastomér pozdiZ jednej roviny, ¢o vedie k dvom rovnakym
poloviciam. Tento typ Stiepenia sa vyskytuje u vacSiny stavovcov, vratane
l'udi (Takeuchi, Okabe, Aizawa, 2009; Hasley et al., 2017).

Holoblastické ryhovanie hra kIa¢ova tlohu v ranom vyvoji mnohych
organizmov. Rovnaké delenie blastomér zabezpecuje, Ze kazda bunka dostane
rovnaké mnozstvo cytoplazmatickych zloziek a genetického materialu. Toto
vyvazené rozdelenie je nevyhnutné pre spravny vyvoj a diferenciaciu buniek
do réznych tkaniv a organov.

Okrem toho holoblastické Stiepenie umoziuje vytvorenie blastocysty, ktora
nasledne podlieha gastrulacii, ¢o vedie k vytvoreniu troch zarodocnych
vrstiev: ektoderm, mezoderm a endoderm. Tieto zarodo¢né vrstvy sposobuji
vznik roznych tkaniv a orgdnov pocas embryogenézy.

Holoblastickeé delenie

O-D-O-E

Meroblastické delenie

R

Obrazok ¢. 19: Druhy delenia pocas ryhovania
(Zdroj: Upravené z https://www.chegg.com/)

Pocas normalneho ryhovania zygoty sa bunky delia synchronne, ¢im je
zabezpecena rovnaka distriblcia genetického materialu a cytoplazmatickych
zloziek. Studie viak ukézali, Ze v niektorych pripadoch dochadza k
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asynchronizacii, ¢o vedie k zmenam v rychlosti delenia buniek. Tento jav
mozno pozorovat’ v priebehu prirodzenej, ale aj asistovanej reprodukcie.
Presné mechanizmy asynchronizécie este nie su uplne pochopené, ale
predpoklada sa, ze ich ovplyviuju faktory ako je vek matky, kvalita embrya a
kultivacné podmienky. Asynchronizacia sa méze prejavit’ roznymi spdsobmi.
V niektorych pripadoch sa jedna alebo viac buniek méze delit’ rychlejSie ako
ostatné, ¢o vedie k nerovnomernej distriblicii buniek v embryu.
Asynchronizdcia moze nastat’ pocas prvych deleni Stiepenia alebo moze
pretrvavat pocas nasledujucich stadii. V pripade cicavCej embryogenézy plati,
ze blastoméry sa nerozdel'uju sucasne. To znamend, Zze ich pocet nerastie
exponencialne. Pre cicavéie embryo plati, ze pocas skorej embryogenézy
nastava uz aktivacia genomu, ¢o vedie k produkcii proteinov potrebnych pre
samotné delenie (Forgacs, Newman, 2005; Boklage, 2009).

4.2 Implantécia a gastrulacia

Po transporte blastocysty do maternice je mozné sledovat’ implantaciu,
spojenie so stenou maternice. Implantacia blastocysty je vysoko koordinovany
proces, ktory zahfiia zlozité interakcie medzi vyvijajicim sa embryom a
endometriom. D4 sa rozdelit’ do troch hlavnych etdp: apozicia, adhézia a
invazia.

Pocas apozicie sa blastocysta priblizi k stene maternice a nadviaze
pociatocny kontakt. Potom nasleduje adhézia, pri ktorej interaguju
Specializované molekuly na povrchu blastocysty a endometria, ¢im sa ul’'ah¢i
pevné prichytenie. Kone¢né $tadium, invazia, zahffia penetraciu blastocysty
do vystelky maternice, ¢o umoziluje vytvorenie spojenia podporujuceho
zasobovanie vyvijajlceho sa embrya.

Po uspesnej implantacii prechadza blastocysta procesom gastrulacie a meni
sa na gastrulu. Gastrulacia je charakterizovana tvorbou troch odlisnych
bunkovych vrstiev znamych ako zarodoc¢né vrstvy: ektoderm, mezoderm a
endoderm. Z tychto zarodo¢nych vrstiev vznikaju vSetky tkaniva a organy
vyvijajuceho sa embrya.

Gastrulacia zac¢ina tvorbou primitivneho pruhu, Struktury, ktora sa objavuje
na povrchu blastocysty. Bunky z epiblastu vnatornej bunkovej hmoty migruju
smerom k primitivnemu pruhu a podstupuji proces nazyvany epitelovy-
mezenchymalny prechod. Tento prechod im umoziuje odputat’ sa z pévodnej
polohy a pohybovat’ sa smerom do vnuitra embrya.
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Migrécia tychto buniek vytvara tri zarodo¢né vrstvy. Bunky, ktoré zostanu
na povrchu, sa stant ektodermom, ktory vytvori kozu a nervovy systém.
Bunky, ktoré migrujd cez primitivny pruh, vytvaraju mezoderm, z ktorého
vznikaju svaly, kosti a obehovy systém. Nakoniec bunky, ktoré skon¢ia medzi
ektodermom a mezodermom, tvoria endoderm, z ktorého sa vyvinie traviaci a
dychaci systém (Baron, 2005; Chen et al., 2009; Sheng et al., 2021).

4.3 Organogenéza

Po vytvoreni zarodo¢nych vrstiev je zahdjena organogenéza, ktora prebieha
na Styroch Urovniach. Prvou troviiou je indukcia, ktora zahfiia interakciu
medzi roznymi typmi buniek a signalnymi molekulami. Indukéné signaly z
jednej skupiny buniek podnecuju susedné bunky k diferenciacii na Specifické
typy buniek, ¢im sa iniciuje tvorba réznych organov.

Akonahle dojde k indukcii, nastdva druha faza, nazyvana Specifikécia
organu. Pocas tohto §tadia bunky, ktoré boli prinutené stat’ sa uréitym typom
organu, zacinaju ziskavat’ odlisné vlastnosti a funkcie. Tento proces zahfiia
aktivéciu alebo represiu Specifickych génov, ¢o vedie k vyvoju organovo
Specifickych Struktar a bunkovych typov.

Tretie Stadium, organovy rast a morfogenéza, je charakterizované rychlou
proliferaciou buniek a rozsiahlou prestavbou tkaniva. Bunky vo vyvijajicich
sa organoch sa dalej delia a diferencuju, priCom ziskavaji Specializované
funkcie. Sti€asne organy prechadzajii tvarovymi zmenami a reorganizaciou,
aby dosiahli svoju kone¢nt podobu. Toto Stadium je vysoko dynamické a
vyzaduje presnu koordinaciu medzi r6znymi populaciami buniek.

Koneénym Stddiom organogenézy je dozrievanie orgdnov a funkcéna
integracia. Pocas tohto Stadia organy pokracuju v raste, zdokonaluji svoje
Struktary a zaroven vytvaraji spojenie s inymi organmi a systémami v tele.
Tato integracia zabezpecuje spravne fungovanie a koordinaciu medzi roznymi
orgdnovymi systémami, ¢o umoZnuje organizmu vykondvat zakladné
fyziologické procesy (Schnabel et al., 2001;Werneburg et al., 2016).

4.4 Finalny vyvoj plodu a narodenie

Ked’ sa embryogenéza bliZi ku koncu, vyvijajuci sa organizmus prechadza
poslednymi zmenami v ramci pripravy na porod. Pocas tejto fazy organy
pokracuju v raste a dozrievani, pricom ziskavaji funkénu kapacitu. Napriklad
v pl'icach sa po narodeni vyvinti bunky produkujlce povrchovo aktivne latky
potrebné na dychanie vzduchu, zatial ¢o peCen prebera svoju ulohu pri
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metabolizme zivin. Plod v tomto obdobi vyrazne pribera, Co vedie
k hromadeniu tukovych zasob, ktoré pomahajia regulovat’ telesnt teplotu po
porode.

Ku koncu tretieho trimestra sa plod pri priprave na pérod usadi do polohy
hlavou dole. Téato poloha umoziuje I'ahsi prechod pérodnymi cestami pocas
porodu. V tomto obdobi sa plod povazuje za donoseny, hoci sa moze d’alej
vyvijat’ a priberat’ na vahe az do porodu.

Porod je vyvrcholenim embryogenézy a zaciatok novej kapitoly v zivote
organizmu cicavcov. Zvy€ajne zaCina kontrakciami, ktoré spdsobuji
rozSirenie krcka maternice, o umoziuje plodu zostapit’ do porodnych ciest.
Prva faza porodu zahfna pravidelné kontrakcie, ktorych intenzita a frekvencia
sa postupne zvysuje. Ked’ sa kréok maternice roztiahne na cca desat’
centimetrov, za¢ina sa druhé $tadium, ktoré sa vyznacuje nutkanim tlacit’. Pri
kazdej kontrakcii sa matka snazi vytlacit’ plod porodnymi cestami. Nakoniec,
pocas tretej fazy, dochadza aj k vytlaceniu placenty, ¢im sa dokon¢i proces
porodu (Smith, Zakar, Madsen, 2013; Abdul-Rahman, 2023).

4.5 Morfoldgia embryi oSipanej

Pocas embryogenézy dochadza ku vzniku mnohobunkového organizmu
z jednej oplodnenej samicej bunky. Pocas tohto procesu sledujeme viacero
medzi§tadii, ktoré sa navzajom lisia morfologickymi zmenami (Obr. 20).

Rané 2-bunkové embryo predstavuje prva viditena diferenciaciu zygoty
na dve bunky, blastoméry. Kazdd bunka obsahuje kompletni sadu
chromozoémov. V tomto §tadiu su bunky relativne malé a okrhleho tvaru. Su
pevne spojené cez medzibunkové spojenia. Na povrchu sa nachaddzaji pocetné
mikroklky a su obklopené pravidelnou zona pellucida.

V 4-bunkovom $tadiu sa embryo sklada zo Styroch buniek. Tieto bunky st
o nieCo vicsie a maju nepravidelnejsi tvar. Bunky v tomto Stadiu su prepojené
cez gap junction spojenia, ¢o umoziuje komunikaciu a vymenu molekul
medzi nimi. V tomto $tadiu bola v pripade oSipanej zistena prva inkorporacia
5-°H uridinu do nukleoplazmy. Jadro je Vv jednotlivych blastomérach
umiestnené centralne. V tomto $tadiu je jadierko tvorené z kompaktnych fibril
a je ostro ohrani¢ené. Na jeho povrchu sa vytvaraju fibrilarne centra. Pocas
tohto Stddia embryo prechadza d’alsim kolom bunkového delenia, ¢o vedie
k vytvoreniu novych Styroch odlisnych blastomér (Toméanek et al., 1989).

V stadiu 8-bunkového embrya je vytvorenych osem blastomér, z ktorych
kazda obsahuje malu Cast’ genetického materidlu. V tomto §tadiu blastoméry
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zacinaju stracat’ svoje pevné spojenia, o je nevyhnutné pre naslednu tvorbu
moruly. Blastoméry v 8-bunkovom §tadiu su stale relativne malé a okruhleho
tvaru, avSak vykazuju uréitd uroven asymetrie. Jadro embryi v pripade
osipanej je umiestnené excentricky, pri¢om je obklopené zénou bohatou na
bunkové organely (mitochondrie, Golgiho aparat, hladké endoplazmatické
retikulum). Aj v tomto $tadiu sa objavuje oblast’ s takmer Giplnou absenciou
organel. V nej prevazuju uz spominané lipidové kvapocky. Jadierko je stale
tvorené z kompaktnych fibril, ktoré su obcas obklopené chromatinom s
vakuolami. V tomto $tadiu vyvoja sa uz objavuju i retikularne jadierka
pozostavajuce z denznej fibrilarnej hmoty a vakuol (Hyttel, Niemann, 1990).

Stadium 16 buniek je charakterizované pritomnostou Sestnastich
blastomér, z ktorych kazda obsahuje rovnaku ¢ast’ genetického materialu
embrya. V tomto stadiu sa blastoméry nad’alej zva¢suju a maji nepravidelnejsi
tvar. Uz nie st pevne zbalené, ale su vol'ne spojené a vytvaraju kompaktnd
gul'6¢kova Struktiru nazyvanua morula.

Morula je pevna gul’a buniek, ktoré sa d’alej delia a diferencuju. Takymto
spésobom vznikaju dva typy buniek ato periférne ulozeny trofoblast a
centralne umiestneny embryoblast. VV blastomérach sa vyskytuju fibrilo-
granularne jadierka. Mitochondrie maju zvySené mnozstvo krist, ktoré su
rozmiestnené po celom matrixe (Hyttel, Niemann, 1990). Po vytvoreni
blastocoelu vyplneného tekutinou, dochadza ku vzniku blastocysty.

Blastocysta je charakterizovand dvoma odliSnymi bunkovymi populéciami:
vonkajSou vrstvou trofoblastovych buniek a vnutornou bunkovou hmotou
(inner cell mass, ICM). Bunky trofoblastu hraji kl'a¢ovu ulohu pri implantacii
a tvorbe placenty, zatial’ ¢o ICM vedie k vlastnému embryu. Vnatorné bunky
moruly vytvaraji vnitornt bunkovi hmotu, ktora sposobuje vznik Zitkového
vaku, alantoisu a amnionu.

Blastocysta sa zacina postupne rozSirovat' Vv oblasti zona pellucida-
roz§irovat’ z dévodu nasavania tekutiny. Nasdvanie tekutiny je spdsobené
zmenou osmozy privalom katiénov sodika prostrednictvom sodikovej pumpy
plazmatickej membrany trofoblastickych buniek. Po transporte blastocysty do
maternice nastava tzv. hatching (prasknutie). P6sobenim strypsinu dochadza
k lyze zona pellucida a k uvolneniu blastocysty. Akonéhle je blastocysta
uvolnena zo zona pellucida, tak nastava implantacia k endometriu vazbou
trofoblastovych buniek, v ktorych sa nachadzaju integriny a endometrialnych
receptorov pre kolagén, lamin apod. Ked’ dojde ku kontaktu trofoblastu
s endometriom, dochadza k sekrécii d’alsej skupiny proteaz a to kolagenazy,
stromeyzinu aktivatora plazminogénu. Tieto enzymy Stiepia extracelularnu
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matricu maternicového tkaniva, ¢o umozfuje samotni implantaciu
blastocysty (Sadler, 2011; Plusa, Piliszek, 2020).

Zygota
embryo

Gzke

s
ad ne

spojenie

Gastruldcia

Obrazok ¢. 20: Embryogenéza
(Zdroj: Upravené z https://www.mechanobio.info/development/)
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4.6 Regulacia embryogenézy

V §tadiu  ranej embryogenézy dochadza pocas ryhovania k
mnohonésobnému mitotickému deleniu. Tento proces je prisne regulovany na
molekularnej trovni, ¢im sa zabezpeCuje spravny vyvoj a rast embrya.
Pochopenie molekularnych mechanizmov, ktoré riadia delenie embryi je
nevyhnutné pre pokrok v poznatkoch o embryonalnom vyvoji a potencialne
zlepSenie technoldgii asistovanej reprodukcie.

4.6.1 Cykliny (CDKs)

Jednym z primarnych molekularnych regulatorov delenia embryi je
skupina enzymov znamych ako cyklin-dependentné kindzy (CDKs). CDKs
hraji kl'aiCova ulohu pri riadeni bunkového cyklu a st zodpovedné za
spustenie bunkového delenia. Pocas delenia embrya sa Specifické CDKSs
aktivuju v roznych Stadiach, aby riadili progresiu bunkového delenia.

CDKs patria do rodiny serin-treonin kinaz s nizkou molekulovou
hmotnost'ou v rozsahu od 32 do 40 kDa. Na zéklade viacerych stadii je
aktualne identifikovanych a popisanym cca 21 CDKs, pri¢om iba Sest’ (CDK1,
2, 3,4, 6,7) zohrava ulohu v progresii bunkového cyklu (Palmer, 2016).

CDK1, tiez znamy ako Cdc2, je jednou z najddlezitejSich CDK zapojenych
do ryhovania embryi. Tvori komplex s cyklinom B a spolo¢ne vytvaraju MPF,
ktory je zodpovedny za podporu prechodu z G2 fazy do mitdzy. Aktivita
CDK1 je prisne regulovana degradaciou cyklinu B, ¢o zaistuje spravne
naCasovanie a koordinaciu bunkového delenia pocas Stiepenia embrya
(Kolonin et al., 2000).

CDKZ/Cyklin B

Pocas ryhovania embrya sa bunkovy cyklus skracuje a nacasovanie
kazdého delenia je prisne regulované. CDK1 spoloé¢ne s cyklinom B su pocas
interfazy neaktivni a k ich aktivacii dochadza az pri prechode G2/M, ¢o sptista
vstup do mitdzy. Po aktivacii CDKI1 fosforyluje mnoZstvo substratov
zapojenych do roznych aspektov bunkového delenia, vratane kondenzacie
chromozomov, rozpadu jadrového obalu a zostavy vretienka.

Delenie embryi je vysoko dynamicky proces, ktory si vyzaduje presnu
priestorovil a asovii regulaciu aktivity CDK1/cyklinu B. Studie ukazali, ze
hladiny cyklinu B mRNA a proteinu sa progresivne zvySuju pocas skorej
embryogenézy, pricom svoj vrchol dosahuju v Case prvého delenia. Tato
upregulacia zaist'uje, Ze je k dispozicii dostatok komplexu CDK1/cyklin B na
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iniciaciu mitdzy. Okrem toho je lokalizacia CDK1 a cyklinu B v embryu
rozhodujuca pre spravnu progresiu bunkového cyklu. Imunofluorescen¢né
Stadie odhalili, ze CDK1 a cyklin B st pocas interfadzy prevazne lokalizované
v cytoplazme, ale pocas mitdzy sa premiestiiuji do jadra (Martinsson-Ahlzén
et al., 2008).

CIP/KIP

Rodina proteinov CIP/KIP, vratane p21, p27 a p57, su klicovymi
reguladtormi bunkového cyklu. Tieto proteiny posobia ako inhibitory cyklin-
dependentnych kindz, zastavuju progresiu bunkového cyklu a podporuju jeho
zastavenie. Zatial' o ich primarnou funkciou je regulovat prechod G1/S,
objavujtce sa dokazy naznacuju, Ze sa podiel’aji aj na deleni embryi. Spravna
reguldcia Stiepenia embryi je zivotne doélezitda pre normdalny vyvoj.
Dysregulacia tohto procesu moze viest’ k vyvojovym abnormalitam a prejavu
viacerych ochoreni spojenych s rakovinou (Besson et al., 2008; Tateishi et al.,
2012).

CKD4/CDK6

Pocas bunkového cyklu CDK4/CDK6 spolu s cyklinom D1, D2 a D3,
tvoria aktivne komplexy, ktoré fosforyluju a aktivuju downstream ciele, co
umoziuje postup bunkového cyklu. Vo faze G1 komplexy CDK4/CDK6-
cyklin D fosforyluju protein retinoblastomu (Rb), ¢o vedie k jeho inaktivacii
a uvolneniu transkripéného faktora E2F, ktory podporuje expresiu génov
potrebnych na replikaciu DNA a progresiu bunkového cyklu. CDK4/CDK6
tiez fosforyluju d’alsie ciele zapojené do regulacie bunkového cyklu, ako sU
p27 ap21, ¢im d’alej podporuji progresiu bunkového cyklu.

V ramci ranej embryogenézy a delenia je aktivita CDK4/CDK®6 prisne
regulovana réznymi faktormi. Materalne faktory, ako je cyklin E a cyklin A,
st zodpovedné za aktivaciu komplexov CDK4/CDK®6. Okrem toho degradéacia
cyklinu D1 komplexom/cyklozGmom podporujiucim anafazu (APC/C)
zabraniuje nadmernej aktivite CDK4/CDK6, ¢im zabezpeCuje spravnu
progresiu bunkového cyklu. Rovnovaha medzi syntézou a degradaciou
cyklinu D1 je rozhodujuca pre udrzanie vhodnych hladin aktivity
CDK4/CDKG6 pocas Stiepenia embryi.

V stadiu neskorej embryogenézy, kedy uz dochadza Kk vytvoreniu
blastocysty aktivita CDK4/CDKG6 klesa. Tento pokles aktivity CDK4/CDK6
je spojeny s downreguléaciou cyklinu D1 a upregulaciou inych regulatorov
bunkového cyklu, ako je cyklin E a cyklin B. Zmena aktivity CDK4/CDKG6 je
rozhodujlci faktor pre diferencidciu a specifikaciu buniek. Ukazalo sa, ze
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inhibicia aktivity CDK4/CDK6 v tomto Stadiu podporuje diferenciaciu
trofektodermu, zatial’ ¢o udrziavanie vysokej aktivity CDK4/CDK6 vedie k
zvySenému poctu buniek vnutornej bunkovej hmoty (Boskstaele et al., 2006;
Satyanarayana et al., 2009).

Cykliny D1

D1 cykliny, tiez zname ako cyklin D1, D2 a D3, st klI'i¢ovymi regulatormi
bunkového cyklu. Tieto proteiny tvoria komplexy s cyklin-dependentnymi
kindzami, ktoré fosforyluju ciel'ové proteiny, aby riadili progresiu bunkového
cyklu. D1 cykliny st primarne zapojené do G1 fazy bunkového cyklu, kde
podporujt prechod z G1 do S fazy, ¢im iniciuja replikaciu DNA. Okrem ich
ulohy v bunkovom cykle sa D1 cykliny podiel’aji na ré6znych bunkovych
procesoch, vratane diferenciacie, apoptozy a tumorgenézy.

Expresia a aktivita D1 cyklinov je prisne regulovand pocas celého
bunkového cyklu. Ich hladiny sa zvySuju pocas fazy G1 a vrcholia pri
prechode G1/S, €o podporuje vstup do fazy S. Nasledne hladiny D1 cyklinu
klesaju, ked’ bunky postupuju cez fazy S, G2 a M. Tato dynamicka regulécia
zabezpeCuje spravny priebeh bunkového cyklu a zabraiiuje aberantnej
proliferéacii (Greer et al., 2008; Caldon et al., 2009).

Cykliny typu E

Cykliny typu E su podtriedou cyklinovych proteinov, ktoré st primarne
exprimované pocas Gl fazy bunkového cyklu. Tvoria komplexy s cyklin-
dependentnymi kinazami (CDK). Komplexy cyklin-CDK typu E sa podiel’aja
na fosforylécii, vedu k prechodu z G1 do S fazy a iniciuja replik&ciu DNA. U
cicavcov boli identifikované dva hlavné cykliny typu E: cyklin E1 a cyklin
E2, pricom knockoutové experimenty na mySiach odhalili, Ze strata cyklinu
E1 alebo cyklinu E2 vedie k vyvojovym defektom a embryonalnej letalite (de
Nooij et al., 2000; Li et al., 2004).

4.6.2 Rastové faktory

Embryogenéza zahfiia sériu presne organizovanych udalosti riadenych
mnozstvom molekularnych signalov. Spomedzi tychto signalov hraja kl'acova
ulohu prave rastove faktory, ktoré sa zapajaju do regulacie bunkovej
proliferacie, diferenciacie a morfogenézy tkaniva. Rastove faktory tvoria
roznorodu skupinu signalnych molekdl, ktore su typicky vylu¢ované
Specifickymi bunkami. Medzi z&kladné rastové faktory zapojené do regulécie
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embryogenézy mozno zaradit' napr. FGF, TGF, IGF a pod. (Teurel et al.,
2000).

FGF

Pocas raného embryonalneho vyvoja su rastové faktory nevyhnutné na
vytvorenie zakladu a vyvoja embrya. Jednym z kI"a¢ovych rastovych faktorov
zahrnutych v tomto procese je fibroblastovy rastovy faktor (FGF).

Pocas embryogenézy pdsobi FGF ako morfogén, signalna molekula, ktora
poskytuje bunkam informacie o polohe, ¢im ovplyviiuje ich osud a
organizaciu vo vyvijajucom sa embryu. Gradienty FGF hraju kIicova tlohu
pri vytvarani osi tela a organizacii roznych tkaniv a organov. Signalizacia FGF
je rozhodujuca pre tvorbu troch zarodo¢nych vrstiev: ektoderm, mezoderm a
endoderm. FGF vylu¢ované bunkami v primitivnom pruhu vyvolavajd u
susednych buniek prechod z epitelu na mezenchym, ¢o vedie k vytvoreniu
mezodermu. Okrem toho sa FGF podiel'aju na $pecifikacii predo-zadnej osi a
vzorovani roznych struktur, ako st koncatiny a zmyslové organy (Neugebauer
et al., 2003; Dorey et al., 2010).

TGF

Dalsim dolezitym rastovym faktorom pocas skorej embryogenézy je
transformujuci rastovy faktor beta (TGF-B). TGF-p je multifunkény cytokin,
ktory hra klicovi Ulohu v mnohych bunkovych procesoch, vratane
embryogenézy. Svoje ulinky uplatiiuje vdzbou na Specifické receptory
bunkového povrchu, ¢im spusta signalnu kaskadu, ktord reguluje génovu
expresiu. Signalna draha TGF- pozostava z troch hlavnych zloziek: ligandy
(izoformy TGF-B), receptory (receptory TGF-B I a II) a nésledné efektory
(proteiny Smad). Po vézbe ligandu receptory fosforyluju proteiny Smad, ktoré
sa potom translokuju do jadra a moduluju génovl expresiu. Tato signalna
draha posobi ako centralny regulator embryonalneho vyvoja, ovplyviiuje
rozhodnutia o osude buniek, vzorovanie tkaniv a organogenézu.

TGF zohrdva rozhodujicu tulohu pri Specifikacii mezodermalnych a
endodermalnych linii. Signalizacia TGF-p tiez ovplyviluje migraciu buniek a
remodelaciu tkaniva pocas gastrulacie, ¢o je proces, ktory vytvara tri
zarodoc¢né vrstvy (Nawshad et al., 2005; Moustakas et al., 2007).

BMP

Pocas organogenézy rastové faktory nad’alej zohravaji zdsadnt ulohu pri
riadeni diferenciacie buniek a morfogenézy tkaniv. Jednym z takychto
rastovych faktorov je kostny morfogeneticky protein (BMP). Signalna draha
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BMP je medzi druhmi vysoko konzervovana a je zapojena do mnohych
vyvojovych procesov. Dréha zacina vizbou BMP ligandov na Specifické
receptory bunkového povrchu, zndme ako BMP receptory. Po interakcii
ligand-receptor sa spusti kaskada intracelularnych udalosti, ¢o vedie k
aktivacii downstream signalnych molekul, vratane proteinov Smad. Tieto
aktivované Smads sa translokuju do jadra, kde reguluju transkripciu cielovych
génov zapojenych do roznych bunkovych procesov.

Signalizdcia BMP sa podiel’a na tvorbe roznych organov vratane kosti,
svalov a centralneho nervového systému. Reguluje rozhodnutia o osude
buniek podporou diferenciacie na Specifické typy buniek. Napriklad vo
vyvijajicej sa koncatine signalizicia BMP indukuje diferenciaciu
mezenchymalnych buniek na chondrocyty, ktoré tvoria templat chrupavky pre
tvorbu kosti (Tam, Loebel, 2007; Yu et al., 2008).

VEGF

Dal§im rastovym faktorom rozhodujucim pre organogenézu je vaskularny
endotelialny rastovy faktor (VEGF). Signalizacia VEGF je nevyhnutnd pre
vyvoj cievneho systému. Poc¢as raného embryonalneho vyvoja zacina tvorba
krvnych ciev vaskulogenézou. Tento proces zahfiia diferencidciu a
organizaciu endotelovych buniek za vzniku primarneho vaskularneho plexu,
ktory sa neskor vyvinie do komplexnej siete krvnych ciev. VEGF, vylu¢ovany
réznymi typmi buniek vratane mezodermalnych buniek, posobi ako kI'icovy
regulator vaskulogenézy. Podporuje proliferaciu, migraciu a prezitie
endotelovych buniek, ¢im ul'ahcuje ich zostavenie do primitivnych krvnych
ciev. Okrem toho VEGF tieZ indukuje expresiu d’alSich faktorov podiel’ajucich
sana tvorbe ciev, ako st angiopoetiny a efriny, ¢o d’alej prispieva k vytvoreniu
funkéného vaskularneho systému.

Podporuje tvorbu krvnych ciev indukciou proliferacie, migrécie a prezitia
endotelovych buniek. VEGF tiez hra tulohu pri organovo Specifickej
angiogenéze. V tomto procese podporovanim proliferdcie a migracie
endotelovych buniek do oblasti tkanivovej hypoxie stimuluje produkciu
proteolytickych enzymov, ktoré degraduju extracelularnu matricu, ¢o
umoziuje endotelovym bunkam preniknit’ do okolitych tkaniv a vytvarat
nové cievy. Okrem toho VEGF riadi tvorbu cievnych vyrastkov
prostrednictvom svojej gradientovej distribucie, ¢im zabezpeCuje spravne
vzorovanie ciev a konektivitu.

VEGF okrem svojej tlohy vo vyvoji ciev ovplyviiuje aj organogenézu,
proces, ktorym organy a tkaniva ziskavaju svoje Specifické Struktary a
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funkcie. VEGF je exprimovany v réznych vyvijajucich sa organoch, vratane
pluc, srdca, obli¢iek a mozgu, kde ma organovo $pecifické ucinky (Tomanek
et al., 2006; Guo et al., 2021).

BDNF a NGF

Nervovy vyvoj je vel'mi zlozity proces, ktory si vyzaduje presnt regulaciu
bunkovej proliferacie, migracie a diferenciacie. Rastoveé faktory, ako je
neurotroficky faktor odvodeny od mozgu (BDNF) a nervovy rastovy faktor
(NGF) st rozhodujuce pre prezitie a diferenciaciu neurénov.

BDNF, ¢len rodiny neurotrofinov, je Siroko exprimovany vo vyvijajucom
sa embryu a prejavuje svoje ucinky prostrednictvom aktivacie svojho
receptora, TrkB. Stidie ukéazali, Ze¢ BDNF je rozhodujuci pre preZitic a
diferenciaciu roéznych typov buniek pocas embryogenézy. Napriklad vo
vyvijajicom sa nervovom systéme BDNF podporuje prezitie neurénov a
podporuje ich diferenciaciu na Specifické podtypy. Okrem toho BDNF
ovplyviiuje rast a vetvenie axénov, ¢im prispieva k vytvoreniu nervovych
okruhov. Okrem toho sa BDNF podiela na vyvoji tkaniv, ako je
kardiovaskularny systém a kostrové svalstvo.

Podobne ako BDNF, aj NGF je neurotroficky faktor, ktory hra dolezita
ulohu v embryogenéze, najma vo vyvoji nervového systému. NGF sa viaze na
svoj receptor TrkA a podporuje prezitie neuronov, diferenciéciu a rast axonov.
Vo vyvijajucom sa periféernom nervovom systéme je NGF nevyhnutny na
prezitie a udrziavanie senzorickych a sympatickych neurénov. Ovplyviiuje
tiez rast a vedenie ich axénov, ¢im zabezpec€uje spravnu inervaciu ciel'ovych
tkaniv.

Okrem ucinkov na periférne neurony sa NGF podiel'a na vyvoji centralneho
nervového systému. Stidie ukazali, ze NGF ovplyviiuje preZitie a
diferenciaciu  Specifickych  populacii neurobnov v mozgu, vratane
cholinergnych neurénov zapojenych do procesov ucenia a paméte. Okrem
toho sa ukazalo, ze NGF moduluje synapticku plasticitu, ¢o prispieva K
zdokonaleniu nervovych obvodov pocas vyvoja (Kollins, 2003; Khalin et al.,
2015).

Shh

Dal§im rastovym faktorom zapojenym do neuralneho vyvoja je Sonic
hedgehog (Shh). Signalizacia Shh hra kI'a€ovu ulohu pri vzorovani nervovej
trubice a Specifikovani r6znych podtypov neurénov. Reguluje proliferaciu a
diferenciaciu nervovych progenitorovych buniek, ¢im zabezpecuje spravnu
tvorbu centralneho nervového systému.
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Signalna draha Shh je vysoko konzervovana draha nachadzajldca sa v
mnohych organizmoch vratane Tudi. Produkciou proteinu Shh dochadza
k vézbe na receptor Patched (Ptch). Tato vdzba zmierfiuje inhibiciu iného
receptora, Smoothened (Smo), ¢o vedie k aktivacii transkripcnych faktorov,
ako su Gli proteiny. Tieto transkripné faktory potom vstupuju do jadra a
reguluju expresiu cielovych génov zapojenych do roznych vyvojovych
procesov. Signalna draha Shh je prisne regulované na viacerych drovniach,
aby sa zabezpecila presna kontrola nad uréenim bunkového osudu a nad
vzorovanim tkaniva (Yelin et al., 2007; Hao et al., 2019).

PDGF

Jednym klIi¢ovym faktorom, ktory zohrdva vyznamnu ulohu pri regulécii
tychto procesov, je rastovy faktor odvodeny od krvnych dosti¢iek (PDGF).
PDGF je rodina rastovych faktorov, ktora pozostava z piatich izoforiem, a to
PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC a PDGF-DD.

Pocas raného embryonalneho vyvoja je rozhodujicim krokom tvorba troch
zarodoénych vrstiev — ektoderm, mezoderm a endoderm. Zistilo sa, ze PDGF
sa podiel’a na regulacii bunkovej diferenciacie. Studie ukazali, Ze signalizacia
PDGF je nevyhnutnd pre indukciu a udrziavanie mezodermu. Podporuje
expresiu mezodermalnych markerov a reguluje migraciu a proliferaciu
mezodermalnych buniek.

Okrem toho sa PDGF podiel'a na vyvoji neuralne;j liSty, ¢o je prechodna
Struktara, ktora vedie k vzniku rdznych typov buniek, vratane neuronov,
gliovych buniek a pigmentovych buniek. Ukazalo sa, ze PDGF-BB je
rozhodujlci pre prezitie a migraciu buniek neuralnej listy. Pdsobi ako
chemoatraktant a riadi migréciu tychto buniek.

PDGF sa podiel’a nielen na embryonalnom vyvoji, ale tieZ hrd vyznamni
ulohu pri oprave a regenerdcii tkaniva. Po poraneni sa PDGF uvolfuje z
krvnych dosti¢iek a pdsobi ako silny mitogén a chemoatraktant pre rozne typy
buniek zapojené do hojenia ran. Stimuluje proliferaciu a migréciu
fibroblastov, endotelovych buniek a buniek hladkého svalstva, ¢im podporuje
tvorbu granula¢ného tkaniva a angiogenézu (Moustakas, Heldin, 2007; Yang
et al., 2008).

EGF

Epidermdlny rastovy faktor (EGF) je d’alsim rastovym faktorom, ktory
prispieva k oprave tkaniva. Jednou z primarnych funkcii EGF pocas
embryogenézy je podpora bunkovej proliferacie. EGF stimuluje bunkovy
cyklus aktivaciou signalnych dréh, ktoré pohanaju bunky z fazy G1 do fazy S,
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kde dochadza k replikacii DNA. Tato aktivacia je sprostredkovana
upregulaciou cyklinov a cyklin-dependentnych kinaz (CDK), ktoré su
kIai€ovymi reguldtormi bunkového cyklu.

EGF tiez hra ulohu pri udrziavani rovnovahy medzi bunkovou proliferaciou
a bunkovou smrtou. Ukazalo sa, ze EGF m6ze chranit’ bunky pred apoptézou,
procesom programovanej bunkovej smrti. Tento antiapoptoticky u¢inok EGF
je rozhodujuci pre prezitie a rast vyvijajicich sa embryi.

Okrem svojej ulohy pri proliferacii buniek sa EGF podiela aj na
diferencidcii buniek pocas embryogenézy. Bunkova diferenciacia je proces,
ktorym bunky ziskavaju $pecializované funkcie a vlastnosti. Signalizacia EGF
modze podporovat’ alebo inhibovat' diferencidciu buniek v zavislosti od
kontextu. Napriklad pri vyvoji nervového systému EGF signalizacia
podporuje proliferaciu nervovych progenitorovych buniek a inhibuje ich
diferenciaciu na zrelé neurdny.

Migracia buniek je d’alsim kritickym procesom pocas embryogenézy,
pretoze umoziuje bunkdm dosiahnut’ ich spravne miesta urcenia a vytvorit
spravne tkanivové Struktary. Ukdzalo sa, ze signalizicia EGF reguluje
migraciu buniek v rdznych vyvojovych kontextoch. EGF méze indukovat
migréaciu buniek podporovanim zmien bunkovej adhézie a cytoskeletalnych
preskupeni. Aktivuje signalne drahy, ktoré reguluji expresiu adhéznych
molekaul, ako su integriny, a cytoskeletalnych proteinov, ako je aktin a myozin.
Tieto zmeny umoziujii bunkdm odpojit’ sa od ich povodného umiestnenia a
migrovat’ smerom k ich cielovym destinaciam (Carson et al.,2000; Large,
Demayo, 2012).

IGFs

Pocas skorej embryogenézy st IGF nevyhnutné na vytvorenie a udrzanie
pluripotencie v embryonalnych kmenovych bunkach (ESCs). Podporuju
samoobnovu a zabranuju diferencidcii aktivaciou kl'aicovych transkripénych
faktorov vratane Oct4, Nanog a Sox2. Okrem toho IGF zvySuju preZitie ESC
inhibiciou apoptdzy a podporou progresie bunkového cyklu.

IGF taktiez zohrdvaju kl'aicovu ulohu pri tvorbe troch zarodoénych vrstiev:
ektoderm, mezoderm a endoderm. Reguluju diferenciéciu pluripotentnych
buniek na Specifické linie, ¢im prispievaju k vyvoju roznych tkaniv a orgénov.
Napriklad IGF signalizacia sa podiel'a na tvorbe neuralnej trubice, vyvoji
pukov koncatin a na morfogenéze srdca. Ako embryogenéza postupuje,
dochadza k organogenéze, ktora zahfia zlozity vyvoj organov a tkaniv. IGF
st zivotne dolezité regulatory tohto procesu, ovplyviujuce bunkovu
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proliferaciu, diferencidciu a migraciu. Vo vyvijajacom sa mozgu IGF
podporuju prezitie neurénov a rast axonov. Prispievaju tiez k tvorbe mozgovej
kory, hypokampu a mozocku. Nedostato¢na signalizacia IGF pocas tohto
obdobia méze mat’ za nasledok spomalenie rastu a vyvojové abnormality
(Thatcher et al., 2003; Wathes et al., 2003).

LIF

Leukemicky inhibi¢ny faktor (LIF) bol pévodne identifikovany pre svoju
schopnost’ indukovat’ terminalnu diferencidciu myeloidnych leukemickych
buniek. Odvtedy sa vSak zistilo, ze ma rézne funkcie ako podpora rastu a
diferenciacie roznych cielovych buniek, ovplyviiuje metabolizmus kosti,
nervovy vyvoj, zapalové reakcie a ¢o je dolezité, embryogenézu (Aghajanova,
2004).

Pocas embryogenézy LIF zohrava rozhodujucu ulohu pri udrziavani
pluripotentnych kmenovych buniek. Pluripotentné kmeniové bunky maji
jedine¢nu schopnost’ diferencovat’ sa na akykol'vek typ bunky v tele. LIF
posobi ako klicovy regulator sebaobnovy v embryondlnych kmenovych
bunkach, ¢o im umoziuje udrzanie nediferencovaného stavu.

Okrem toho LIF interaguje s tzv. mechanickou reguléciou, ktora na zaklade
fyzikalnych podnetov reguluje tvar, migraciu a diferenciaciu buniek. Studie
ukézali, Ze LIF m6ze modulovat’ reakciu buniek na mechanické podnety, ¢im
ovplyviiuje ich spravanie, napriklad LIF zvySuje schopnost ESC vnimat’
mechanické sily a reagovat’ na ne, ¢im podporuje ich samoobnovu v in vitro
kultivacii (Huang et al., 2015; Valet, Siggia, Brivanlou, 2022).

4.6.3 Hormény

Vyvoj embryi je zlozity proces, ktory si vyzaduje optimalne kultivacné
podmienky na podporu rastu a diferenciacie. Hormonalna suplementacia hra
zasadni ulohu pri zvySovani uCinnosti produkcie embryi vin vitro
podmienkach a kvality produkcie embryi in vitro.

FSH

Folikuly stimulujaci hormén (FSH) je jednym z kIi¢ovych horménov
zapojenych do vyvoja folikulov a dozrievania oocytov. Ukézalo sa, Ze jeho
suplementécia v kultiva¢nych médiach pocas IVP zlepSuje mnoZzstvo a kvalitu
ziskanych oocytov. FSH v in vivo podmienkach stimuluje rast viacerych
folikulov, ¢im zvysuje $ance na ziskanie zrelych oocytov. Okrem toho FSH
podporuje syntézu estrogénu, ktory je rozhodujlci pre spravne dozrievanie
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oocytov. Viaceré Stidie uvadzaju vyssiu mieru tvorby blastocyst a zlepSenu
kvalitu embryi po pridani FSH do kultivaéného média.

Je vSak doblezité poznamenat, Ze optimalna koncentracia FSH sa 1i§i medzi
roznymi druhmi a dokonca aj v rdmci réznych stadii vyvoja folikulov.
Nadmerna suplementacia FSH moze viest’ k nadmernej stimulacii, o ma za
nasledok zli embryonalnu kvalitu alebo dokonca zastavenie embryogenézy
(Selman et al., 2002; Hutt, Albertini, 2007).

LH

LH je dalsi hormon, ktory sa podiel’a na dosiahnuti koneénych Stadii
dozrievania oocytov a zahajenia ovulacie. Jeho suplementacia v kultivaénych
médiach pocas IVP moze zlepsit' kvalitu oocytov a nasledny vyvoj embrya.
LH posobi synergicky s FSH na podporu konecnych §tadii dozrievania
oocytov, vratane jadrového a cytoplazmatického dozrievania. Tento hormon
tieZ zohrava rozhodujucu tlohu pri obnoveni meidzy, ktora je nevyhnutna pre
uspesné oplodnenie.

Stadie ukézali, ze pridanie LH do kultivaéného média zvysuje kompetenciu
oocytov a néasledny vyvoj embrya. Okrem toho suplementacia LH zvySuje
embryonalny metabolizmus a produkciu energie. To je kI'i€ové pre regulaciu
vysokych energetickych narokov vyvijajacich sa embryi a zabezpecenie ich
spravneho rastu a vyvoja. Optimalna koncentracia LH sa taktieZz odliSuje
medzi réznymi druhmi. Nadmernd suplementdcia LH moZze viest k
pred¢asnému dozrievaniu oocytov alebo dokonca spontannej ovulacii, ¢o
moze negativne ovplyvnit’ produkciu embryi (Tesarik et al., 2003; Olivennes
et al., 2000; Hutt, Albertini, 2007).

Progesteron

Progesteron je klI'aicovy hormon, ktory sa podiela na priprave maternice.
Progesteron podporuje citlivost endometria tym, ze vyvolava zmeny v
maternicovej vystelke, ¢im sa stava priaznivejSim pre implantaciu embrya.
Jeho suplementécia v kultivaénych médiach pocas IVP méZe napodobnovat
prirodzené hormondlne prostredie potrebné pre uspesny vyvoj embrya.

Ukézalo sa, ze pridanie progesteronu do kultivaéného média zlepSuje
kvalitu embryi a nasledné tehotenstvo. Suplementacia progesteronu pocas
neskor$ich §tadii kultivacie embryi moze zvysit' vyvoj blastocyst a zvysit
Sance na uspeSni implantaciu. Optimalna koncentracia a trvanie
suplementacie progesteronu sa vsak mozu lisit medzi r6znymi druhmi a mali
by byt starostlivo urcené, aby sa predislo akymkol'vek nepriaznivym u¢inkom
(Lonergan, 2011; Large, Demayo, 2012; Lonergan, Forde, Spencer, 2016).
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PMSG

Suplementacia konského sérového gonadotropinu (PMSG) v kultivaénych
médiach pocas produkcie embryi in vitro si v poslednych rokoch ziskala
vyznamnu pozornost. PMSG je hormon extrahovany z krvi gravidnych kobyl
a jeho pouzitie ma niekolko pozitivnych u¢inkov na produkciu embryi in
vitro. Jednou z hlavnych vyhod je jeho schopnost stimulovat rast a
dozrievanie folikulov. PMSG pdsobi podobne ako FSH a podporuje vyvoj
viacerych folikulov vo vaje¢nikoch. To ma za nasledok zvySeny pocet oocytov
dostupnych na oplodnenie, ¢o v kone¢nom désledku vedie k vysSiemu
vytazku embryi.

Okrem toho sa zistilo, ze suplementacia PMSG zlepSuje kvalitu embryi
produkovanych in vitro. Stidie ukazali, ze PMSG zlepsuje dozrievanie
oocytov, ¢o vedie k lepSej vyvojovej kompetencii a vysSej miere tvorby
blastocyst. ZlepSena kvalita embryi je kli€ova pre ispesny prenos embryi
a naslednd graviditu.

Dalsou vyhodou suplementicie PMSG je jeho schopnost’ synchronizovat
vyvoj folikulov u darcovskych zvierat. Podavanim PMSG viacerym zvieratam
sucasne je mozné vyvolat rast a dozrievanie folikulov sucasne. Této
synchronizacia umoziuje efektivnejSiu produkciu embryi, pretoZze oocyty
mozno odobrat’ z viacerych zvierat v uzkom ¢asovom ramci. To je vyhodné
najmd v komerénych prostrediach, kde sa poZzaduje produkcia embryi vo
vel’kom meradle (Nishijima et al., 2014; Son et al., 2022).

HCG

Ludsky choriovy gonadotropin (HCG), hormén prirodzene produkovany
pocas tehotenstva bol skiimany z hl'adiska jeho potencidlnych vyhod, ked’ je
suplementovany v kultiva¢nych médiach. Suplementacia HCG v kultivaénych
médiach ukazala sl'ubné vysledky pri zlepSovani vyvoja embryi poc¢as IVEP.
HCG posobi ako ndhrada za LH, ktory spusta posledné Stadia dozrievania
oocytov a ovulacie. Pridanim HCG do kultiva¢éného média napodobiiuje
prirodzené hormonalne prostredie, ¢im podporuje optimalne podmienky pre
vyvoj embryi. Stadie uvadzaju zlepsent mieru oplodnenia, zvysent tvorbu
kvalitnych blastocyst a zlepSent kvalitu embryi. Okrem toho sa zistilo, ze
suplementacia HCG pozitivne ovplyviiuje nacasovanie embryonalneho
Vyvoja.

Vyskum naznacuje, ze HCG mdze synchronizovat’ vyvojoveé stadid embryi,
¢o vedie k jednotnejSej kohorte embryi vhodnych na transfer. Tato
synchronizicia je rozhodujuca pre UspeSny prenos a implanticiu embryi,
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pretoze zabezpecuje, Ze embrya st vo vhodnom §tadiu vyvoja pre optimalnu
receptivitu maternice (Licht, Russu, Wildt, 2001; Makrigiannakis et al., 2017).

E2

Estradiol (E2) je steroidny hormon zapojeny do roznych fyziologickych
procesov vratane reprodukcie. Patri do skupiny hormoénov doélezitych pre
maturaciu oocytov a udrziavanie spravnej funkcie samicieho reprodukéného
systému. Ako jeden z hlavnych sami¢ich pohlavnych horménov sa podiel’a na
roznych fyziologickych procesoch, vratane regulacie estrdlneho a
menstruaéného cyklu, vyvoja sekundarnych pohlavnych charakteristik a
kontroly plodnosti. V poslednych rokoch vsSak ziskal uznanie hlavne
v participécii v rdmci mitochondridlneho dychania a metabolizme reaktivnych
foriem kyslika (ROS).

Maturaéné média pouzivané v technol6giach asistovanej reprodukcie
(ART) Casto obsahuji E2 ako kli¢ova zlozku hlavne kvoli jeho Ulohe pri
podpore dozrievania oocytov. Pdsobi na granul6zne bunky, ¢im stimuluje
produkciu faktorov potrebnych pre vyvin . Koncentracia E2 v maturatnom
médiu je starostlivo kontrolovand, aby sa zabezpecili optimalne podmienky
pre rast a dozrievanie oocytov (Chauvin et al., 2022).

4.7 Regulacia embryogenezy in vitro

Regulacia embryogenézy in vitro zahfiia manipulaciu s podmienkami, za
ktorych sa embrya vyvijaji mimo tela. Tato technika umoziuje vyskumnikom
Studovat’ rézne §tadid embryondlneho vyvoja v kontrolovanom prostredi a
poskytuje cenné poznatky o mechanizmoch, ktoré riadia rast a diferenciaciu.
Zmenou faktorov, ako je teplota, dostupnost’ Zivin a hladiny horménov, mozu
vedci pozorovat’, ako tieto zmeny ovplyviiuju vyvoj embrya.

Jednou z oblasti, kde sa in vitro regulacia embryogenézy ukézala ako
obzvlast wuzito¢na, je reprodukéna medicina. Technologie asistovanej
reprodukcie, ako je oplodnenie in vitro (IVF), sa spoliehaju na manipuléciu s
embryami v  laboratornych  podmienkach. Pochopenim  zlozitosti
embryonalneho vyvoja mdzu lekari optimalizovat’ podmienky na zlepSenie
uspesnosti tychto postupov, ¢o ponuka nédej parom, ktoré zépasia s
neplodnostou.
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4.7.1 Kultivaéné média v ramci 1\VP

V ramci in vitro produkcie embryi sledujeme posledné desatrocia snahu
o simuléciu in vivo prostredia. Oplodnenie in vitro spésobilo revoliciu v
oblasti reprodukénej mediciny a ponuka nadej parom, ktoré zépasia s
neplodnostou. Jednym z klacovych aspektov IVF je vhodny vyber
kultivacnych podmienok. Okrem inkuba¢nych podmienok je klucovym
faktorom vyber vhodného kultivaéného média. Kultivacné médium sa vyuziva
na podporu rastu a vyvoja embryi, pricom vyber kultivaéného média moze
vyznamne ovplyvnit’ mieru uspesnosti IVF postupov.

Pocas zékladnych vyskumov sa Studoval nie len metabolizmus
preimplantaénych embryi cicavcov, ale aj zlozenie tekutiny izolovanej
z reprodukéného traktu samic. Vyskumy preukazali Specifické potreby vo
vyvojovom $tadiu embrya rastiaceho in vitro, ¢o viedlo k zahajeniu vyskumov
zameranych na vyvoj v zlozeni a formulacii médii na kultivaciu embryi, ¢o
viedlo k zlepSenym vysledkom a vy$Sej miere tspesnosti vV technoldgiach
asistovanej reprodukcie (Jimenez, 2001; Nakatani, Torres-Padilla, 2023).

Vyskum kultivaénych médii bol zahajeny koncom 19. storo¢ia, Bernardom
Zondekom, ktory tvrdil, Ze prostredie a telové tekutiny obkolesujlce tkaniva,
organy prestavuju dolezity faktor skimania in vitro. O necelych 10 rokov tak
Alexis Hartmann predstavil Ringerov roztok. Ringerov roztok, tiez znamy ako
roztok laktatu sodného, nasiel vyuzitie v chirurgii a vyuziva sa dodnes.
Kultivané média vyvinuté a pouzivané v klinickom prostredi boli
skon§truované tak, aby podporovali vyvoj ain vitro kultivaciu hlavne
somatickych buniek.

V prvych dioch IVF boli kultivacné média relativne jednoduché,
pozostavali hlavne zo zasaditych sol'nych roztokov doplnenych o sérum alebo
proteinové extrakty. Tymto médiam vsak chybala presna rovnovaha zivin
potrebna na optimalny vyvoj embrya. Prvy Gspech v ramci oplodnenia
T'udského oocytu in vitro patri Robertovi Edwardsovi, ktory vyuzil jednoduché
chemicky definované médium, ktoré bolo neskér modifikované za vzniku
vyvazeného solného roztoku, ktory na zaklade miernej modifikacie dnes
najdeme pod oznafenim ako Ham’'s F10 alebo T6. Tieto média uz boli
doplnené o séra, ¢o prinieslo variabilitu médii, ale aj vznik potencialneho
rizika spojeného s prenosom infekcii. V dosledku toho vyskumnici zacali
skimat’ alternativne moznosti na zlepSenie podmienok kultivacie embryi (Van
der Valk et al., 2010; Morbeck et al., 2014).
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Vyvoj chemicky definovanych kultivatnych médii znamenal vyznamny
mil'nik vo vyvoji technik kultivacie embryi. Tieto media su formulované zo
starostlivo vybranych komponentov, vratane aminokyselin, vitaminov,
mineralov a zdrojov energie tak, aby napodobriovali prirodzené prostredie
vyvijajuceho sa embrya. Poskytnutim kontrolovanejsieho a konzistentnejSicho
prostredia prispeli chemicky definované kultivacné média k zlepSeniu kvality
embryi a vyssej miere gravidity.

Okrem toho doslo aj k optimaliz&cii hladin pH a osmolarity v kultivaénom
médiu. Udrziavanie vhodného rozsahu pH (okolo 7,2-7,4) pomaéaha
predchadzat’ okysleniu alebo alkalizacii kultiva¢ného prostredia, ¢o moze byt
Skodlivé pre rast embryi. Podobne udrziavanie osmolarity v uzkom rozmedzi
zaistuje, ze embrya nie st vystavené osmotickému stresu, ktory by mohol
ohrozit’ ich zivotaschopnost’.

Kultivaéné média mozno na zdklade zloZenia a zloZitosti rozdelit' do
Styroch skupin a to:

o Tradi¢né média: Tradicné média sa pouzivaji uz desatrocia
a svoje vyuzitie maju az dodnes. Tieto média zvycajne pozostavaju zo
zmesi soli, aminokyselin, vitaminov a zdrojov energie. Ich cielom je
napodobnit’ prirodzené prostredie vajcovodov, kde dochadza k
oplodneniu a skorému vyvoju embrya. Hoci tradi¢éné média vykazuju
primerani mieru Uspesnosti, méZzu im chybat’ urcité zékladné zlozky
potrebné na optimalny rast embryi.

o Sekvenéné media: Tieto média zahihiaji pouzitie réznych
formulacii médii vhodnych pre S$pecifické S$tadia vyvoja embrya.
Napriklad jeden typ média sa moéze pouzit’ na oplodnenie a skoré Stadia
delenia, zatial' co iné sa pouzije pocas Stadia blastocysty. Ciel'om
sekvenénych kultivaénych médii je poskytniit’ presnejsie a prispdsobené
podmienky pre kazdu fazu vyvoja embryi, ¢o mdze potencidlne zlepsit’
kvalitu vyslednych embryi.

o Jednokrokove meédia: Nazyvané aj kontinualne kultivaéné
média, si v poslednych rokoch ziskali popularitu. Tieto média su
navrhnuté tak, aby podporovali vyvoj embryi vo vSetkych Stadiach bez
potreby vymeny medii. Odstranenim niekolkych vymen médii maju
jednokrokové kultivacné média za ciel’ poskytnit’ embryam stabilnejSie
prostredie. Tento pristup znizuje potencialny stres vo vyvoji embryi a
moze zlepsit’ celkovl uspesnost’.

e Casozberné kultivaéné média: Predstavuju vyznamny pokrok v
oblasti kultivacie embryi. Tieto médid sa pouzivaji v spojeni s
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casozbernymi zobrazovacimi systémami, ktoré umoziuju nepretrzité
monitorovanie vyvoja embryi bez naruienia embryi. Casozberné
kultivaéné média poskytuju dynamické prostredie, ktoré umoziuje
podrobné hodnotenie morfologie embryi, kinetiky a d’alSich parametrov.
Tieto informacie v redlnom ¢ase mo6zu pomoct’ embryologom vybrat
najzivotaschopnejSie embryd na prenos, ¢o mdze potencialne zlepsit
mieru tehotenstva (Summers, Biggers, 2003; Gruber, Klein, 2011,
Chronopoulou, Harper, 2014).

V rdmci in vitro produkcie embryi modelového organizmu o$ipanej sa
vyuziva PZM3 final medium. Finalne médium PZM3 sa ukazalo ako sl'ubna
moznost’ vd’aka svojmu jedine¢nému zloZeniu a schopnosti zvysit’ kvalitu a
zivotaschopnost’ embryi. Pozostdva z réznych zloZiek vratane aminokyselin,
vitaminov, minerélov, energetickych substratov a rastovych faktorov. Tieto
prvky fungujd synergicky a poskytuju potrebné Ziviny pre rast embryi v
roznych §tadiach vyvoja.

Aminokyseliny hraja kl'uiCovii ulohu v syntéze bielkovin, ktord je
nevyhnutna pre delenie a diferenciaciu buniek. Finadlne médium PZM3
obsahuje vyvazenti kombinaciu esencialnych a neesencialnych aminokyselin,
¢o zaistuje, ze embrya maju pristup ku vSetkym stavebnym kamenom
potrebnym na ich vyvoj.

Vitaminy a mineraly su tiez Zivotne ddlezité pre vyvoj embryi, pretoze
pdsobia ako kofaktory mnohych enzymatickych reakcii. Findlne médium
PZM3 je obohatené o komplexny rad vitaminov a mineralov, ¢o zaistuje, Ze
embryd pocas svojho rastu dostantl primerant nutri¢ént podporu.

Energetické substraty, ako je glukéza a Na-pyruvat, si nevyhnutné na
poskytovanie energie potrebnej pre jednotlivé bunkové procesy. Kone¢né
médium PZM3 obsahuje optimalne koncentracie tychto substratov, ¢o
zaist'uje, ze embrya maju pristup k dostatoénym zdrojom energie pre ich
metabolické potreby. Okrem toho je kone¢né médium PZM3 doplnené
rastovymi faktormi, ktoré hraji kl'acovl ulohu pri regulacii embryonalneho
vyvoja. Tieto rastove faktory podporuju bunkovu proliferéciu, diferenciaciu a
prezitie, ¢im v kone¢nom dosledku zvySuju kvalitu a Zivotaschopnost” embryi
(Yoshioka et al., 2002; Cao et al., 2012; Zhang et al., 2022).

4.7.2 VVplyv maturaénych médii na ranl embryogenézu

V rdmci vysledkov ziskanych z in vitro maturacie oocytov nadviazal nas
vyskum na vplyv matura¢nych embryi na rani embryogenézu. V ramci tohto
experimentu sme si zvolili chemick( aktivaciu oocytov prostrednictvom
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pdsobenia iomycinu pocas 5 minut kultivacie. Nasledne boli aktivované
oocyty premyté a kultivované 5 hodin v inkuba¢nych podmienkach v PZM3
médiu doplnenom o 6-dimetylaminopurin (6-DMAP). Po 5 hod kultivécii boli
oocyty premyté a7 dni Kkultivované v PZM3 médiu Vv inkuba¢nych
podmienkach.

V pripade chemickej aktivacie sme v ramci kazdej experimentalnej skupiny
analyzovali delivost’ a podiel blastocyst v skupine tvorenej z 800 embryi. V
prvej experimentalnej skupine tvorenej oocytmi maturovanymi v TCM-199
médiu dosiahla Gspesnost’ delivosti zygot v 54,4% pri¢om podiel blastocyst
bol tvoreny 16,5%. V druhej experimentalnej skupine, tvorenej oocytmi
maturovanymi v DMEM médiu dosiahli delivost’ zygot v 69,7% a podiel
blastocyst v 20,6%. V tretej experimentdlnej skupine tvorenej oocytmi
maturovanymi vo FLI médiu sme pozorovali 86,6% podiel delivosti zygot
a 33,3% podiel blastocyst (Graf 4). Ziskané vysledky je mozné porovnat
sinymi $tadiami ako napriklad s Prochazka et al. (2012), ktori sledovali
delivost’ embryi oSipanej v 81,4%, ¢o sa priblizuje nasej FLI experimentalnej
skupine. Avsak v rdmci porovnania uspesnosti dosiahnutia $tadia blastocyst
mozno povedat’, ze v porovnani s FLI experimentalnou skupinou, bol ich
vysledok omnoho niz$i (18,1% vs. 33,3%). Nami dosiahnuté vysledky vo FLI
experimentélnej skupine korelujd s Che et al. (2007), ktori pomocou
chemickej aktivacie sledovali delivost’ zygot v 71% a podiel blastocyst
dosiahol 32%. Predpokladame, Ze rozdielne vysledky su sposobené hlavne
inymi laboratornymi podmienkami, kvalitou Zivo¢isneho materialu (oocytov),
Pudskym faktorom, typom a zlozenim matura¢ného média.
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Graf ¢.4 Partenogeneticka aktivacia oocytov
94



4.7.3 Vplyv vitalnej selekcie na rani embryogenézu

Na zéklade predchadzajacich vysledkov sme sa rozhodli detegovat
rozdiely v rdmci embryogenézy po vitalnej selekcii LB. Na zaklade LB
selekcie sme oocyty maturovali vo FLI médiu a nasledne sme ich aktivovali
pomocou chemickej aktivacie s kultivaciou v PZM3 meédiu. V pripade
chemickej aktivacie sme v ramci kazdej experimentalnej skupiny analyzovali
delivost’ a podiel blastocyst v ramci skupin tvorenych z 800 embryi. V prvej
experimentalnej skupine tvorenej aktivovanymi oocytmi v ramci kontroly
dosiahla uspes$nost’ delivosti zygot 87,2%, pricom podiel blastocyst bol
tvoreny 33,1%. V druhej experimentalnej skupine, tvorenej aktivovanymi
LB+ oocytmi dosiahla delivost’ zygot v 31,2% a podiel blastocyst v 3,2%.
V tretej experimentélnej skupine tvorenej aktivovanymi LB- oocytmi sme
pozorovali 96,8% podiel delivosti zygot a 45,16% podiel blastocyst (Graf 5).

V rdmci chemickej aktivacie sme v tomto pripade vyuzili vitalnu selekciu
LB. V ramci nasich vysledkov sme dosiahli podobné vysledky ako v pripade
Dutta et al.(2016), ktori sledovali 84,5% uspeSnost’ delivosti v pripade
kontrolnej skupiny, 87,7% v pripade LB- a 62,9% v pripade LB+. Porovnhanim
LB a BCB vitélnej selekcie, Opiela et al. (2013) uviedli, ze detegovali rovnako
signifikantné rozdiely medzi experimentalnymi skupinami ako my, avsak
sledované uspesnosti s nasimi vysledkami nekorelovali.
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Graf ¢. 5 Partenogeneticka aktivacia oocytov po LB selekcii
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4.7.4 VVplyv matura¢ného média na nacasovanie delivosti

V ramci delivosti je jednym zo sledovanych faktorov aj tzv. timing. Timing
alebo nacasovanie delenia embryi je kl'ucové vzhladom nato, ze odraza
celkovu kvalitu a zivotaschopnost embrya. Dobre nacasované a
synchronizované delenie naznacuje, Ze embryo sa vyvija normélne a ma
potencial tspesne sa implantovat’ do maternice. Na druhej strane nepravidelné
alebo oneskorené delenie moéze naznacovat chromozomalne abnormality
alebo iné vyvojové problémy, ktoré by mohli ohrozit’ Sance embrya na
implantaciu a nasledny vyvoj.

Stadie ukazali, Ze embrya s pravidelnej§imi a synchronizovanej§imi
deleniami maju tendenciu mat’ vysSiu mieru implantacie a lepSie vyvojové
vysledky. Je to preto, Ze spravne nacasovanie delenia zaistuje, Ze embryo
dosiahne Stddium blastocysty v spravnom case, o mu umozni interagovat’ s
maternicovou vystelkou a vytvorit’ uspeSné tehotenstvo. Prave preto bol
jednym z nami sledovanych faktorov aj timing delivosti embryi. Sledovanim
Casového rozmedzia delivosti v ramci DMEM vs. FLI experimentalnych
skupin sme sledovali vyznamne rozdiely. V rdmci delivosti embryi ziskanych
chemickou aktivaciou oocytov maturovanych vo FLI médiu sme sledovali
skratenie ¢asu potrebného na dosiahnutie $tadia blastocysty, ¢o koreluje s in
vivo prostredim (Graf 6).
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Graf ¢.6 Nacasovanie delivosti embryi (A. R. Bartkov4, 2023)
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4.7.5 Vplyv matura¢ného média na aktivaciu embryonalneho genému

Proces skorého embryonalneho vyvoja je komplexna a prisne regulovana
séria udalosti, ktoré v kone¢nom doésledku vedu k vytvoreniu plne funkéného
organizmu. Jednym z kritickych s$tadii tohto procesu je aktivécia
embryonalneho genému (EGA). V ramci ziskanych vysledkov sme sa
rozhodli zamerat’ sa na detekciu aktivacie embryonalneho gendmu pomocou
imunocytochemického znacenia upstream binding factora (UBF).

Obrazok ¢.21: UBF znacenie 4- bunkovych embryi osipanej
A. Cervené 4-bunkové embryo z DMEM B. c¢ervené 4-bunkové embryo
Z FLI so zelenym pozitivnym znacenim UBF

(Zdroj: Alexandra R.Bartkové, 2021)

V pripade oSipanej dochadza v in vivo podmienkach k aktivacii
embryonalneho genomu pocas treticho bunkového cyklu (t.j. 4-bunkového
Stadia). V pripade in vitro dochaddza k EGA az v 8-bunkovom stadiu
(Laurin¢ik et al., 2004). Tato aktivacia sa v in vivo podmienkach zvycajne
vyskytuje subezne s tvorbou jadierka a nepriamo signalizuje transkripciu
génov ribozomalnej RNA (rRNA). V pripade imunocytochémie sme sa
zamerali na UBF, pretoZe je nevyhnutny pre transkripciu génov rRNA. V
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embryach prvej experimentalnej skupiny (DMEM) sme pozorovali pozitivne
znaCenie v 8-bunkovom S§tadiu. V pripade druhej experimentalnej skupiny
(FLI) sme pozitivne znacenie UBF sledovali uz vo 4-bunkovom S§tadiu.
Konkrétne v 45% NPBs bez formacie ¢asti retikularneho jadierka a v 55%
retikularnych jadierkach pozorovanych v jednotlivych blastomérach
analyzovanych embryi (Obr.21). Toto zistenie poukazuje na aktivitu
embryonalneho genému 4-bunkovych embryi ziskanych partenogenetickou
aktivéaciou oocytov maturovanych vo FLI mediu.

4.7.6 Vplyv matura¢ného média na formovanie jadierok embryi

S pozitivnou UBF detekciou suvisi zmena ultrastruktiry. Na stanovenie
zmeny ultrastruktiry embryi oSipanej sme sa rozhodli vyuzit transmisna
elektronovu mikroskopiu (TEM). TEM je vykonna technika, ktord umoznuje
vizualizaciu bunkovych Struktur s rozliSenim v nanometroch. V oblasti
embryoloégie sa TEM ukazala ako kI'iCovy ndstroj na skumanie
intracelularneho poskodenia, distriblicie organel a ultrastrukturalnej analyzy
embryi. Na vyhodnotenie TEM analyzy embryi je nevyhnutnd starostliva
priprava vzorky. Proces za¢ina odberom embryi a ich naslednou fixaciou,
ktord zabezpeCuje neporuSenie bunkovej organizicie. Bezné fixativa
pouzivané pri TEM zahfnaju glutaraldehyd a paraformaldehyd. Tieto fixaéné
¢inidla stabilizuju bunkové zlozky a zabranuju ich degradacii. Po fixacii st
embrya zvyCajne dodatone fixované oxidom osmicelym na zvySenie
kontrastu a zlepSenie vizualizacie. Po fixacii sa embrya dehydratuji pomocou
série alkoholovych roztokov. Dehydratacia odstraiiuje vodu zo vzoriek a
pripravuje ich na zabudovanie do Zivicovej matrice. Zapustené vzorky sa
potom narezl na ultratenké rezy pomocou ultramikrotdmu. Tieto rezy, typicky
hrubé okolo 50-100 nanometrov, sa zhromazd'uju na medenych mriezkach na
d’alsiu analyzu (Halvaei, Khalili, Nottola, 2016; Xu et al., 2021).

Pomocou elektronovej mikroskopie sme dospeli k vysledkom, ktoré na
rozdiel od imucytochemickej detekcie UBF potvrdili za¢inajiicu nukleolarnu
aktivitu v oboch experimentalnych skupinach. Vo 4-bunkovych embryach
ziskanych maturdciou oocytov v DMEM médiu sme pozorovali vyssi stupeni
cytoplazmatickej a nukleolarnej vakuolizacie. Na ultrastrukturalnej arovni
vykazovali jadra rozne $tadia tvorby jadierok.

V oboch experimentalnych skupinach sme pozorovali pritomnost’ NPBs,
ktoré predstavovali tmavé gul'd6¢ky husto zabaleného fibrilarneho materialu,
pritomnost’ fibrilo-granularnych jadierok, ktoré predstavovali semilunarne
formacie FC, DFC a GC na povrchu NPBs. Taktiez sme v oboch
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experimentalnych skupinach detegovali pritomnost’ retikuldrnych jadierok
(Obr. 22,23). V porovnani s Bjerregaard et al. (2004) a Deshkmund et al.
(2012), ktori porovnavali formovanie jadierka v in vivo a in vitro podmienkach
vV TCM-199 maturatnom médiu, mozno povedat’, Ze nase vysledky z oboch
experimentalnych skupin korelujd s in vivo skupinou. Toto zistenie znamena,
ze v in vitro podmienkach mozno vyuzitim vhodného matura¢ného média
priblizit’ formovanie jadierka k in vivo podmienkam. Vzhl'adom na podobné
TEM vysledky a rozdielnu UBF detekciu oboch experimentélnych skupin
predpokladame, vo FLI maturatnom médiu dochadza k rychlejSiemu a
kvalitnejSiemu nastupu EGA, ¢o moze suvisiet’ s vyssou koncentraciou UBF
vo FLI experimentalnej skupine.

Obrazok ¢. 22: 4-bunkové embrya osipanej ziskané maturaciou v DMEM,;
A. Nadhlad na dve blastoméry embrya B. Elektronogram zobrazujuci
detail jadra s NPBs C. Detailny zaber NPBs s formujucimi sa FC, DFC D.
Detailny zaber retikularneho jadierka

(zdroj: autori)
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Obrazok ¢.23: 4-bunkove embrya osipanej ziskané maturaciou v FLI;
A. Nadhlad na tri blastoméry embrya B. Elektronogram zobrazujuci
detail jadra s NPBs a retikularnym jadierkom C. Detailny zaber NPBs s
formujdcimi sa FC, DFC D. Detailny zaber retikularneho jadierka
(Zdroj: autori)

4.7.7 Vplyv matura¢ného média na transkriptomicky profil embryi

Vzhladom na vysledky predchadzajicich experimentov podporujdcich
hypotézu naznac¢ujicu, Ze zloZzenie média FLI hra kI'a¢ovu ulohu pri aktivacii
embryonalneho genomu a zrychl'ovani produkcie embryi in vitro aj in vivo, je
potrebné zanalyzovat’ transkriptomicky profil a rozdiely na urovni génovej
expresie medzi DMEM a FLI embryami. Na identifikéaciu transkriptomickych
profilov sme sa rozhodli pouZzit’ sekvenovanie RNA pomocou technik novej
generdcie (RNA-SEq). Tento pristup nam umoznil identifikovat’ kI'ai¢ové
signalne drahy, ktoré boli aktivované v jednotlivych experimentalnych
skupinach.

V rédmci tohto experimentu sme sa rozhodli analyzovat’ rozdiely medzi 2-,
4- a 8-bunkovymi embryami ziskanymi z oocytov maturovanych v DMEM
a FLI maturatnom médiu. Celkovo sme v DMEM/FLI experimentalnych
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skupinach detegovali viac ako 12000 transkriptov (Obr. 24). Naslednym
porovnanim jednotlivych $tadii sme dospeli k viacerym zaverom.

V 2-bunkovom stadiu v oboch experimentalnych skupinach doslo k
prevahe transkriptov zapojenych do katabolickych procesov a hlavne do
bunkoveého delenia. Tento vysledok je podl'a Liu, Urbe, Clage (2012) a Ostrup
et al. (2013) v sulade s konceptom materalne riadenej regulacie v rdmci
prvych bunkovych deleni embrya. Predpokladame, ze prave v 2-bunkovych
FLI embryéch v porovnani s DMEM skupinou dochadza zniZenou aktivitou
PLIN2 k Stiepeniu triglycerolov na mastné kyseliny, ¢o mdze suvisiet' s
upregulaciou ACOTG6 a metabolickou podporou ranej embryogenézy (Sastre
etal., 2014).

Porovnanim 2-bunkového $tadia so 4-bunkovym stadiom doslo k detekcii
vyznamnych rozdielov v regulécii biologickych procesov zameranych na
transkripciu a siou stvisiacich procesov. V oboch experimentalnych
skupinach sme sledovali signifikantne zvySenu aktivitu v mRNA zapojenej do
splicingu, metabolickych procesoch a procesoch spracovania RNA. Mozno
povedat, Ze v tomto $tadiu dochadza k nahradzovaniu a k prechodu z
materalnych faktorov na vlastni embryonalnu produkciu, ktora sa v pripade
FLI skupiny odraza v mnozstve transkriptov, metabolizme bielkovin a ich
transporte. Tento fakt koreluje s vysledkami v in vivo podmienkach a rovnako
aj s nasimi vysledkami v ramci TEM, kde sme v oboch experimentélnych
skupinach potvrdili pritomnost’ retikularnych jadierok.

V DMEM skupine sme v 8-bunkovych embryach pozorovali aktivéaciu
biologickych procesov suvisiacich s ubikvitinaciou, metabolickymi procesmi,
elongaciou transkriptov a proteosyntézou. AvSak v 8-bunkovych FLI
embryach sme nesledovali ziadne zmeny Vv translacii a transkripcii, ale vo
vaskulogenéze, regulécii bunkovej proliferacie a pozitivnej regulacii
embryonélneho vyvoja. Porovnanim 4- a 8-bunkovych embryi jednotlivych
experimentalnych skupin sme dospeli k zaveru, ze 4-bunkové FLI embrya su
svojou transkripénou aktivitou podobné 8-bunkovym FLI embryam.

Pre potvrdenie progresivity 4-bunkovych FLI embryi sme sa rozhodli
porovnat’ tuto skupinu so 4-bunkovymi DMEM embryami. V jednotlivych
experimentalnych skupinach sme zaznamenali signifikantné rozdiely v 6
rozdielne exprimovanych génoch. V ramci FLI embryi tieto gény prispievali
k zvySenej katabolickej funkcii, remodelacii chromatinu, povrchovej ochrane
a spravnemu vyvoju embryi pocas ranej embryogenézy. Porovnanim 4-
bunkovych FLI embryi a 8-bunkovych DMEM embryi sme v kone¢nom
vysledku dospeli k zaveru, ze vo 4-bunkovych embryach (FLI) doslo k
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prevahe transkriptov zodpovednych za translaciu, embryonalny vyvoj a
organizéciu cytoskeletonu. Tento fakt poukdzal nato, Ze aj ked’ je translacia
stale aktivna, tak embryondlne zmeny su na vysSej Grovni ako vo vys$Som
Stadiu pochadzajuceho z iného matura¢ného média. Predpokladame, Ze tieto
vyznamné rozdiely savisia prave s vplyvom maturaéného média na oocyty,
ktoré sa aktivaciou stavaju progresivnejSimi a lepSie pripravenymi na
nasledujucu embryogenézu, ¢o koreluje aj s TEM a imunocytochemickymi
vysledkami.

2-Cell 4-Cell 2-Cell 4-Cell

B.
8-Cell 8-Cell

Obrdzok ¢.24: Prehlad analyzovanych génov embryi oSipanej
A. DMEM experimentélna skupina; B. FLI experimentalna skupina
(Zdroj: Bartkova, 2021)
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5. Zmeny organel v procese IVP

V ramci charakterizacie maturacie oocytov sme analyzovali organelarne
zmeny v ramci cytoplazmatického dozrievania. Rovnako ako v pripade
maturdcie oocytov je mozné sledovat’ organelarne zmeny aj pocas ranej
embryogenézy. Pocas IVP je dolezité a nevyhnutné pochopit’ zmeny, ktoré sa
pocas tohto procesu vyskytuju na bunkovej urovni. Jednou z oblasti zaujmu
su zmeny v bunkovych organelach embryi, ked sa prisposobuju in vitro
kultivaénému prostrediu (Mao et al., 2014; Reader et al., 2017; Bastos et al.,
2022).

Zmeny sa najCastejSie detegujii na urovni:

o Mitochondrii: zohravaju klI'a¢ovu tlohu v produkcii bunkovej
energie prostrednictvom oxidacnej fosforylacie. Pocas produkcie
embryi in vitro mézu kultivaéné podmienky ovplyvnit' nie len ich
funkciu, ale aj morfoldgiu. Stadie ukazali, Ze metabolizmus embryi in
vitro je odlisny od metabolizmu embryi in vivo. Hypotéza ,,tichého
embrya® naznacuje, Ze Zivotaschopné embryd maju relativne nizky
metabolizmus, pravdepodobne v désledku znizeného energetického
vydaja na opravu poskodenia genému a protedému. Tento zniZeny
metabolizmus moéze ovplyvnit' mitochondridlnu aktivitu a viest k
zmenam mitochondrialnej morfol6gie a funkcie (Dumollard et al., 20009.

o Endoplazmatického retikula: je zodpovedné za syntézu,
skladanie a kontrolu kvality proteinov. Pocas produkcie embryi in vitro
prechddza ER vyznamnymi zmenami v dbésledku zmenenych
podmienok kultivacie. Studie ukézali, Ze kultivacia in vitro moze viest
k stresu ER, ku ktorému dochadza, ked je kapacita skladania ER
prekonana zvySenym dopytom po syntéze proteinov (De Lima et al.,
2020). Tento ER stres moze viest’ k akumulacii chybne poskladanych
proteinov a aktivacii odpovede na rozlozeny protein (UPR), ¢o méze
potencialne ovplyvnit’ ich Zivotaschopnost’ a vyvojova kompetenciu.

o Golgiho aparatu: je zodpovedny za modifikaciu a triedenie
proteinov syntetizovanych v ER. Pocas produkcie embryi in vitro boli
pozorované zmeny v morfologii a funkcii Golgiho aparatu. Stidie
ukazali zmeny v struktire a distribucii Golgiho aparatu v embryach
produkovanych in vitro (Abdel, Adam, 2016). Tieto zmeny mozu
ovplyvnit' procesy modifikdcie a triedenia proteinov, o modzZe
potencidlne ovplyvnit’ embryonalny vyvoj.
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o Jadra: obsahuje geneticky material a je nevyhnutné pre spravny
embryonalny vyvoj. Pocas produkcie embryi in vitro sa pozorovali
zmeny v §truktire a funkcii jadra. Studie ukazali zmeny v organizécii
jadra, $truktare chromatinu a epigenetickych modifikaciach v embryéach
produkovanych in vitro. Tieto zmeny mozu ovplyvnit' vzory génovej
expresie a vyvojovl kompetenciu. Epigenetické modifikécie, ako je
metylacia DNA a modifikdcie histonov, hraju kla¢ova tulohu pri
regulacii génovej expresie pocas embryondlneho vyvoja. Podmienky
kultivicie in vitro moézu ovplyvnit' vznik a udrZiavanie tychto
epigenetickych znakov, ¢o modze potencialne viest k zmenenym
vzorcom génovej expresie a vyvojovym abnormalitdm (De Lima et al.,
2020).

5.1 Jadro

Jadro (nucleus) mozno charakterizovat’ ako membranovi organelu
nachadzajucu sa Vv centralnej Casti embryi cicavcov. Hra kl'icovt ulohu pri
kontrole a regulacii roznych bunkovych procesov vratane rastu, metabolizmu
a reprodukcie. Jadro zlozené z genetického materidlu a obklopené jadrovym
obalom pdsobi ako riadiace centrum bunky, v ktorom je uloZzend DNA
(Alberts et al., 2002; Lodish et al.,2004).

Jadro je najvacsou organelou zivoc¢isnych buniek a dosahuje priemer az
6um, ¢o znamena, ze jadro zabera cca 10% z celkového objemu bunky. Jadro
je tvorené zakladnymi Struktirami ako (Obr. 26):

e  jadrovy obal: jednd sa o dvojvrstvovl membranovu struktdru,
ktora obklopuje jadro. Pozostava z vonkajsej a vniitornej membrany s
Uzkym priestorom medzi nimi znamym ako perinuklearny priestor.
Jadrovy obal funguje ako bariéra, ktora oddeluje obsah jadra od
cytoplazmy. Poskytuje tiez Strukturdlnu podporu jadru a pomaha
udrziavat’ jeho tvar. Jednou z najdolezitejsich vlastnosti jadrového obalu
je pritomnost’ jadrovych pérov. Ide o proteinové komplexy, ktoré
pokryvaju obe vrstvy jadrového obalu a vytvaraju kanaly pre
molekularny transport medzi jadrom a cytoplazmou. Jadrové poéry
umoznuju selektivny prechod molekul, ako su proteiny a RNA, do a von
z jadra. Tento kontrolovany pohyb je nevyhnutny pre zachovanie
integrity a funk¢nosti jadra. (Lodish et al., 2004; Goldber et al., 2008).

e  jadrova lamina: jedna sa o organizovant siet medzil'ahlych
vlakien poskytujucich hlavne mechanickt podporu. Organizovana siet
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vlaken sa nachadza na vnuatornej strane jadrového obalu a menej
organizovana siet’ sa nachadza na cytosolickej strane jadrového obalu.
Jadrova vrstva je zloZena z laminovanych proteinov (emerin, nesprin),
ktoré svojou védzbou na cytoskelet poskytuju Strukturdlnu podporu
(Goldman et al.,2002; Broers, Ramaekers, 2004).

o chromozémy: chromozomy st vlaknité Struktury zlozené z
DNA a proteinov. Nesu geneticku informaciu potrebnd pre vyvoj a
fungovanie organizmu. Pocas delenia buniek sa chromozomy
kondenzuju a stavaju sa viditelnymi. Kazdy chromozém pozostava z
dvoch identickych sesterskych chromatid spojenych centromérou
(Grummt, 2007). Jadro nukleozomu je tvorené komplexom 6smych
histonov (H2A, H2B, H3, H4). Pozitivny naboj histdnoveho oktaméru
spbsobuje pevnl vézbu negativne nabitej DNA. Spojenie nukleozémov
spdsobuje ovinutie linearnych tisekov DNA, ktoré sa viaZzu na histon H1.
Chromatin ma dva zakladné typy a to:

o euchromatin: jedna sa 0 menej kompaktnd DNA, ktora
obsahuje bunkou exprimované gény.
o heterochromatin: jedn4 sa o0 kompaktnej$iu formu

DNA, ktora obsahuje gény zriedkavej transkripcie (Grigoryev,
Bulynko, Popova, 2006; Mihajlovic, FitzHarris, 2018).

e  jadierko: jednd sa 0 najvdcsiu nemembranovi suborganelu
jadra. Je odli$na oblast’ v jadre, ktora hra kl'a¢ovu Ulohu v biogenéze
ribozomov. Primarne sa podiela na syntéze a zostavovani rRNA a
produkcii ribozomalnych podjednotiek. Jadierko sa skladad z troch
hlavnych zloziek: fibrilarne centra, husté fibrilarne zlozky a granularne
zlozky (Hernandez-Verdun, 2006; Pederson, 2011).

Primarnou funkciou jadra je kontrola bunkového rastu a mnoZenia.
Dosahuje to regulaciou génovej expresie, iniciaciou bunkovej reprodukcie a
uchovavanim genetického materialu potrebného na tieto tlohy. Jadro funguje
ako ulozisko DNA, ktoré obsahuje dedi¢nu informaciu kodujucu vlastnosti
organizmu. Zabezpecuje presny prenos genetického materialu z jednej
generécie na druht pocas delenia buniek. Jadro taktiez zohrava kl'a¢ovu tlohu
pri syntéze bielkovin. Nukleoplazma poskytuje vhodné prostredie pre
zostavenie ribozémov, ktoré su zodpovedné za syntézu proteinov (Pederson,
2011).
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Obrdzok ¢.26: Stavba jadra
(Zdroj: Upravené z https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleolus)

5.1.1 Jadro oocytov

Jadro oocytov sa nazyva aj zarodo¢ny vezikul ¢i vacok (germinal vesicle,
GV). K obnoveniu jadrového dozrievania dochadza po ovuléacii na zéklade
signalov z ooplazmy, konkrétne aktivite maturation promoting factor (MPF).
Jadrové dozrievanie je charakterizované prasknutim zirodo¢ného vacku
(germinal vesicle breakdown, GVBD). Tomuto §tadiu vSak predchadza
viacero $tadii a to (Obr. 27):

. GVo: jednad sa o stadium, kedy je chromatin rozptyleny po
celom jadre, jadierko je dobre viditeI'né a jadrova membrana je stale
neporusena.

. GVi: vtomto S$tadiu je jadro ulozené periférne a jadrova
membrana je dobre viditel'na. Jadierko je taktiez viditeIné a okolo neho
mozno pozorovat’ chromatin v tvare podkovy.

. GVi: v tomto Stadiu sledujeme rovnakti morfologiu ako v GV,
avSak dochadza k zvlneniu jadrovej membrany, priCom sa za¢inaju
vyskytovat’ chromocentra.

. GVu: v tomto $tadiu dochadza k strate jadierka a dochadza ku
kondenzécii chromozémov.

. GViv: vtomto Stadiu sledujeme menej viditelna jadrova
membranu, ktord vytvara dlhé vybeZzky. Chromozémy su dobre
vidite'né (Sun et al., 2004; Laurin¢ik et al., 2004; Tan et al., 2009).
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Obrazok ¢. 27: Jednotlivé stadia jadrového dozrievania oocytov osipanej
A.GVy; B. GVii; C. GVin; D. GVy; cervenou farbou je oznacena jadrova
membrana, modrou farbou je vyznacena distribcia chromatinu
(Zdroj: Bartkova, 2021)
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5.2 Jadierko

Prvy popis jadierka bol publikovany v knihe Fontana v roku 1781 a v roku
1838 bola tato organela popisana Schleidenom u rastlin. V d’alSich pracach sa
popis tejto Struktary sustred’'uje na oocyty a nervové bunky. Termin jadierko
po prvykrat pouzil Valentin v roku 1836 (Wachtler, Stahl, 1993). Predstavuje
vidite'ni, nemembranovu Struktaru jadra vSetkych eukaryotickych buniek.
Jadierko je materalneho pdvodu aje lokalizované v blizkosti jadrovej
membrany. Predstavuje miesto produkcie ribozoméalnej RNA a zostavy
ribozomalnej podjednotky (Fulka et al., 2012).

Jadierko je primarne zodpovedné za syntézu a spracovanie ribozomalnej
RNA ako zlozky ribozomov. V jadierku sa gény rRNA nachadzaju v
Specifickych chromozomalnych oblastiach zndmych ako oblast’ organizacie
jadierka (NOR). NOR sluzia ako miesta transkripcic rRNA a obsahuju
opakujuce sa klastre ribozomalnej DNA (rDNA). Za vznik jadierka v blizkosti
NOR je zodpovedna mitotickd inaktivéacia génov kddujucich vznik 5.8 S, 18S,
28S rRNA. Kazda oblast NORs je tvorena kratkymi sekvenciami rDNA, t.].
transkripénymi jednotkami. Tieto jednotky st vel'mi rozsiahle, hlavne
u cicavcov. V pripade l'udi sa ich velkost’ pohybuje okolo 43 kb, u mysi cca
45kb (McStay, 2016). Lokalizacia miesta vzniku jadierok je vel'mi vyznamna
aumozituje bunkdm rychlu produkciu velkého mnoZstva ribozémov
(Kobayashi, 2008; Kobayashi, 2014).

Jadierko je miesto syntézy rRNA, ¢o priamo savisi s tvorbou
ribozomalnych podjednotiek v procese proteosyntézy. Taktiez sa podiela na
urceni Stadia aktivity resp. diferenciacie partikuldrnych buniek. To znaména,
ze v bunkach s vyssim obsahom jadierok resp. s vel'kymi jadierkami (nezrelé,
rastice bunky) dochadza k intenzivnejSej proteosyntéze. AvSak existuje
viacero $tudii, ktoré potvrdzuju ucast’ jadierka aj v inych procesoch ako napr.
pri reguldcii bunkovej proliferacie v savislosti s nadorovym bujnenim,
starnutim ¢i stresovej odpovedi (Olson, 2004; Raska et al., 2006).

Strukturalne je jadierko delené do niekolkych morfologicky odlignych
oddielov. Tie zodpovedaju za transkripciu rDNA, syntézu preribozomalnych
podjednotiek, upravu primarnych transkriptov. NajcastejSie sa spominaju tri
oddiely a to:

o Fibrilarne centra (fibrilar centers-FCs): jedna sa o dynamické
Struktary, ktorych velkost' a mnozstvo zdvisi od bunkovej aktivity.
V FCs jednotkach je ulozenda RNA polymeraza I (RNA Pol I).
Vyznacuji sa hustou sietou fibril a podielaji sa na pociato¢nych
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krokoch biogenézy ribozomov. FC slazi ako miesto transkripcie pre
gény ribozomalnej DNA. Tieto gény su organizované do Specifickych
chromozomalnych oblasti zndmych ako NOR, ktoré st zodpovedné za
produkciu prekurzorovych molekil ribozomalnej RNA (rRNA). Stadie
ukazali, ze FC sa podiel'a na ziskavani r6znych faktorov potrebnych na
transkripciu a spracovanie rRNA a taktiez sa podiel'a aj na regulacii
expresie TRNA, ¢im zabezpecuje spravnu kontrolu syntézy ribozomov
(Schwarzacher, Wachtler, 1993; Dubois, Boisvert, 2016).

o Denzné fibrilarne komponenty (dense fibrillar components-
DFCs): obklopuju FCs a ich pocet zavisi na po¢te FCs. DFC sa
vyznacuje menej hustou fibrildrnou Struktrou a podiela sa na
spracovani a modifikacii molekdl rRNA. V rdmci DFC s rozne enzymy
a faktory zodpovedné za Stiepenie a modifikaciu prekurzorovych
molekal rRNA, ¢o v koneénom ddsledku vytvara zreld rRNA. DFC tiez
hrd kla¢ovli dlohu pri zostavovani ribozomadlnych podjednotiek.
Funguje ako miesto pre pociato¢né zostavenie ribozomalnych proteinov,
¢o je nevyhnutny krok pre tvorbu funkénych ribozémov, ktoré su
zodpovedné za syntézu proteinov v bunkéch (Lafontaine et al., 2020).

o Granularne  komponenty  (granular  components-GCs):
predstavuje zhluk granularnych komponentov nachadzajucich sa
v okrajovych castiach jadierka. GC je primarne zodpovedny za
zostavenie ribozoméalnych podjednotiek do podoby zrelych ribozémov.
Pbsobi ako miesto akumulécie ribozomalnych proteinov a nasledovnej
inkorporécie do rasticich ribozomalnych podjednotiek. Okrem toho GC
tiez hra ulohu v mechanizmoch kontroly kvality embrya/oocytu.
Zabezpecuje, aby sa do cytoplazmy uvolnili len spravne zostavené
ribozomalne podjednotky, o napomaha udrziavat’ integritu a funkénost’
ribozémov, ¢im zabezpecuje presni syntézu bielkovin (Raska, 2003;
Olson, 2004; Hyttel et al., 2007; Kresoja-Rakic, Santoro, 2019).

V ramci protesyntézy dochadza K zapojeniu transkripénych jednotiek.
Transkripéné jednotky mozno rozdelit do dvoch casti. V prvej Casti st
lokalizované primarne transkripty zname ako pre-rRNA. Tieto sekvencie su
13-14kb prekurozory, za ktorymi nasleduje neprepisovany medzigénovy
medzernik (intergenic spacer- IGS) sdizkou 30kb. Sekvencie pre-rRNA
podliehaju rozsiahlemu spracovaniu na vytvorenie zrelych rRNA. Toto
spracovanie zahfna odstranenie spacerovych sekvencii a pridanie chemickych
modifikacii na zabezpeCenie spravnej funkcénosti. Pre-rRNA transkript sa
Stiepi na tri hlavné Casti: 5,8S, 18S a 28S rRNA. Tieto Casti st potom spojené
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s ribozomalnymi proteinmi, aby vytvorili malé a velké ribozomové
podjednotky. 5,8S rRNA sa nachadza medzi 18S a 28S rRNA a hra kl'a¢ovu
ulohu pri stabilizacii Struktury ribozomu (McStay, Grummt, 2008; Kobayashi,
2014).

Zahajeniu transkripcie predchadza vytvorenie preiniciatného komplexu
(preinitiation complex- PIC). PIC je multiproteinovy komplex, ktory
pozostava z rdznych zloziek, vratane RNA polymerdazy 1 (Pol 1),
transkripénych a selektivnych faktorov (SL1, UBF) a inych regulacnych
proteinov. Tieto zlozky zabezpecuju spravnu inicidciu a regulaciu transkripcie
rRNA. PIC sa zhromazd'uje na Specifickych miestach, na génoch rRNA,
zndmych ako promotorové oblasti. Tieto oblasti obsahuju sekvencie DNA,
ktoré interaguju s transkripénymi faktormi a inymi regulaénymi proteinmi
(Gupta, Santoro, 2020).

5.2.1 Dynamika jadierka

Pocas oogenézy prechadza jadro oocytov, tiez zname ako GV, jedine¢nymi
modifikdciami chromatinu. Jadierko, prominentna Struktira, hra v tychto
zmenach kli¢ovu ulohu. Studie ukézali, Ze jadierko prechadza dynamickymi
modifikaciami, vratane zmien jeho vel’kosti, tvaru a zloZenia. Tieto zmeny st
uzko spojené s transkripénou aktivitou a vzormi génovej expresie potrebnymi
na dozrievanie oocytov.

Jadierko v $tadiu GV vykazuje $pecificku konfiguraciu chromatinu, ktora
podlicha modifikaciam pocas oogenézy a folikulogenézy. Reakciou na
hormonélne zmeny dochadza Kk syntéze zasobnych =zloZiek, organel
a ribozémov, ¢o vedie k vyraznému zviéSeniu priemeru oocytov (Cisterna,
Biggigera, 2010). V pociatoénych Stadiach oogenézy a folikulogenézy je
mozné vidiet iba zrnité Casti jadierka. Ked’ sa v§ak vytvoria primarne folikuly,
vytvori sa jadierko so zmesou vlakien a granul, ktoré sa stava transkripéne
aktivnym aZ do dosiahnutia terciarneho Stadia.

Dosiahnutim maximalnej oocytarnej velkosti sa rastova faza zastavi
a nastavaji v jadierku zmeny. V priebehu profazy dochadza k rychlemu
zvySeniu cyklinu Bl a Cdkl. Vysledkom je fosforylacia rDNA, SLI1 a
transkripéného termindtora faktora 1 (TTFI1). Novovytvorené¢ prepisy su
dokoncené a zostavaju spojené s DFC. To naznacuje, ze pocas fosforylacie sa
jadierko rozlozi do podoby fibrilarnej sféry (FS) resp. nucleolus like body
(NLB), ktorému uz chyba synteticka aktivita a obsah DNA (Biosvert et al.,
2007).
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V tomto §tadiu je mozné rozdelit’ oocyty na zaklade pritomného jadierka
na:

* NSN (nonsurrounded nucleoli): Tieto oocyty su transkripcne
aktivne a obsahuju aktivnu RNA polymerazu I. V tomto stadiu je jadro
Strukturalne rozdelené na tri kompartmenty. Predpoklada sa, Ze oocyty
typu NSN st menej vyvinuté v porovnani s typom SN, o naznacuje, Ze
st v skorSom vyvojovom Stadiu (Susor et al., 2016; Shishova et al.,
2015).

* SN (surrounded nucleoli): Tento typ oocytov sa pozoruje pocas
neskorSich stadii oogenézy, ked’ sa aktivita RNA polymerazy I strati.
Jadierko sa transformuje na kompaktni hmotu zndmu ako NLB alebo
niektorymi autormi oznacovant ako FS (fibrillar sphere). NLB nemaju
Specifické Strukturdlne delenia a pozostdvaji vyluéne z hustého
fibrilarneho materialu (Zuccoti et al., 2002).

Pocas meiotického delenia dochadza k separacii genetického materialu, ¢o
vedie k disperzii NLB v cytoplazme. Cast’ nuklearneho materialu sa strati, ked’
dojde k extruzii polového telieska. Po oplodneni sa z NLB vytvori Struktira
nazyvand NPB (nucleoli precursor body). Zmena v terminoldgii odraza, Ze
NPB sluzia ako zaklad pre plne funkéné embryonalne jadierka, ktore sa tvoria
pocas reiniciacie transkripcie RNA polymerazy I, ked’ prebieha aktivécia
embryonalneho gendému.

NPB st kompaktné Struktury hrajii vyznamnua ulohu pri tvorbe jadierok
pocas embryonalneho vyvoja. V 2-bunkovom stadiu prispievaju k vytvoreniu
fibrilarno-granularneho jadierka s transkripénou aktivitou. Spociatku sa na
povrchu NPB tvoria fibrilarne centra (FC), ktoré sa potom vyvinu do denznych
fibrilarnych komponentov (DFC) obsahujucich ribozomalnu RNA. DFC sa
nakoniec roz$iria a transformuji na granulované komponenty (GC). V §tadiu
moruly NPB miznl a sU nahradené jadierkami somatického typu (Olson,
Dundr, Szebeni, 2000; Hyttel, 2011; Kyogoku, Kitajima, Miyano, 2014).

Tieto dynamické zmeny jadierka pocas embryonalneho vyvoja maju
vyznamné dosledky pre celkovy vyvojovy proces. Jadierko hra klI'a¢ovu ulohu
pri regulacii bunkového rastu, proliferacie a diferenciacie, priCom vsetky st
nevyhnutné pre embryonalny vyvoj. Modifikéacie, ktoré sa vyskytuju v
jadierku pocas oogenézy, prispievaju k vytvoreniu vzorcov génovej expresie
potrebnych pre spravny vyvoj embrya. Okrem toho sa jadierko podiel'a na
epigenetickej regulacii, pretoZze poCas oogenézy prechadza zmenami v
metylacii DNA a modifikaciami histonov. Tieto epigenetické modifikacie
mozu ovplyvnit' vzory génovej expresie a bunkovi diferenciaciu vo
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vyvijajiacom sa embryu. Preto pochopenie dynamickych zmien jadierka pocas
oogenezy poskytuje cenné poznatky o molekularnych mechanizmoch, ktoré
su zakladom skorého embryonalneho vyvoja (Obr. 28) (Kresoja Rakic,
Santoro, 2019; Eleftheriou et al., 2022).

Podobnost’ zlozenia NLB a NPB je stale otdzna a aj napriek rozsiahlym
vyskumom sa zatial’ nepodarilo popisat’ kompletné molekularne zlozenie tejto
Struktary. Aktudlne poznatky vSak potvrdzuji, ze NPBs sU materalneho
pdvodu a ich pritomnost’ je pre skory embryonalny vyvoj nevyhnutna (Ogushi
et al., 2008; Kyogoku et al., 2014).
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Obrazok ¢. 28: Nukleologenéza
(Zdroj: Upravené z Fulka et al., 2012)

5.3 Jadierkové proteiny

Jadierkové proteiny zohravaju zasadnu ulohu v bunkovych procesoch,
najma pri transkripcii rRNA, spracovani a zostavovani ribozomov. Proteiny,
ktoré budeme popisovat’ mozno rozdelit' do dvoch kategorii: proteiny ako
RNA polymeraza I, Upstream binding factor (UBF) a topoizomeraza I, ktoré
su viditeI'né pocas transkripcie (proteiny tzv. transkripénej masinérie), zatial
¢o fibrilarin, nukleolin a nukleofozmin su lokalizované v priebehu procesingu
(tzv. procesingové proteiny).

Predpokladom pre transkripciu rRNA génov je rozpletenie zavitnice DNA,
ktort zabezpecuje topoizomeraza I (Muller et al., 1985; Laurincik et al., 2000)
a bola lokalizovana v FC a DFC (Wachtler, Stahl, 1993). V embryach osipanej
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sa tento protein spaja s buducim jadierkom v priebehu vcasného Stvrtého
embryonalneho cyklu (Hyttel et al., 2000 a, b).

Transkripcia rRNA génov prebieha za pomoci RNA polymerazy I (velkost’
je 500-600kD), ktora sa taktiez nachddza v FC a DFC (Wachtler, Stahl, 1993,
Laurinc¢ik et al., 2000; Hyttel et al., 2000 b). Ak ma tento enzym fungovat’
musia sa naviazat’ i d’alSie proteiny tzv. RNA polymeraza I associated factors
(PAFs) medzi ktoré patria transkripény iniciacny faktor (TIF-IC), faktor C,
TIF-1A, TIF-IC a PAF53. Vytvoreniu iniciacného komplexu dopomdaha
PAF53, ktory prepoji RNA polymerazu 1 s UBF. Z mySich embryi boli
izolované tri druhy PAF faktorov a to PAF53, PAF51 a PAF49 (Hanada et
al.,1996). Vsetky tieto tri druhy PAF st tesne spojené s RNA polymerézou I.
Bolo zistené, ze ak sa znizi syntéza rRNA znizi sa i koncentracia PAF53
(Hannan et al.,2000). Pri studiach in vitro sa ukazala spojitost’ medzi PAF53
a UBF avSak mechanizmus akym PAF53 sa zapéja do regulacie syntézy rRNA
nebol objasneny.

UBF (upstream binding factor) je jeden z faktorov potrebnych pre
naviazanie RNA polymerazy | na DNA (Schnapp et al., 1994). Je to
fosfoprotein, zloZeny z dvoch polypeptidov a to UBF1 a UBF2, ktorych
vel’kost’ je druhovo Specifickd (O'Mahony, Rothblum, 1991). Napr. u l'udi a
hlodavcov UBF pozostava z UBF1 o velkosti 97kD a z UBF2 o velkosti
94kD. Dominantnou Strukturou UBF st boxy vysoko mobilnych skupin
(HMG - high mobility group), ktora je velmi podobna boxom HMG na
chromozémoch (HMG1 a HMG2) (Jantzen et al., 1990). HMG boxy su
zvycajne tvorené z 80 aminokyselin a UBF obsahuje 4-6 takychto boxov
(Jantzen et al., 1990). Mechanizmus akym UBF aktivuje transkripciu rRNA
génov obsahuje: formovanie homo- resp. hetero- dimérov (Jantzen et al.,
1990), naviazanie sa UBF na CPE a UPE rRNA génov, ako aj interakciu medzi
UBF a SL1. UBF sa naviaze na DNA , pri¢om zohne uisek DNA asi o vel'kosti
190bp, ¢im modzu interagovat’ dva SL1 faktory a vznika tak iniciacny
transkripény komplex (Jordan et al., 1996). UBF bol sekvenovany u l'udi
(Jantzen et al., 1990) a nasledne u mysi (Hisatake et al., 1991), ako aj u kralika
(O"Mahony, Rothblum, 1991).

RNA polymeraza I1l — ma tri typy promaétoru — jeden z nich je aj promotor
pre 5S rRNA. Tento obsahuje proti smeru transkripcie pred Startovacim
nukleotidom vonkajSiu regula¢nu ¢ast promoétoru a za Startovacim
nukleotidom vnutornu regula¢nu Cast’ pozostavajucu z dvoch boxov. Promator
RNA polymerazy III, teda jeho transkripéna jednotka kon¢i sekvenciou TTTT.
Takéto zakoncenie nie je u transkripénych jednotiek riadenych promdétormi
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RNA polymerazy | a Il. Transkripcia RNA polymerazy III za¢ina naviazanim
transkripéného faktora TFIIIA na jeden z vnutornych boxov. Na druhy
vnutorny regulaény box sa viaze d’alsi transkripcny faktor TFIIIC a TFIIIB.
Tento komplex je potom nasledne rozoznavany RNA polymerédzou Il a za
pomoci vyuzivania voI'nych ribonukleozid trifosfaitov moze zacat’ transkripcia
5S rRNA (Rosypal, 1997).

Fibrilarin (velkost 34 kD) bol po prvykrat objaveny u pacienta so
sclerodermou a bol lokalizovany v FC a v DFC. Fibrilarin je maly jadierkovy
nukleoprotein (SnoRNP) spajajuci sa s U3 malou jadierkovou RNA (snoRNA)
a s U8 a s Ul3 snoRNA (Baserga et al., 1991). Je zapojeny do vsetkych
dolezitych post-transkripénych Gpravach v biogenéze ribozomov ako je rRNA
modifikacia a vytvaranie ribozomov. Fibrilarin sa spaja s niektorymi malymi
jadierkovymi proteinmi RNA veducim k $tiepeniu pre-RNA (U3, U8, U14,
U22) resp. vedudce k metylacii rRNA (U14, U18, U24-U63). SnoRNA sl
zapojene do procesu spracovania primarnych transkriptov rRNA (Tollervey,
1996).

Nukleolin (C23, 92-100kD) je fosforilovany protein nachadzajlci sa vo
vel’kom pocte v jadierku pocas ribozomalnej aktivity. Obsahuje RNA viazuce
miesta, pri¢om je identicky s DNA helikdzou IV, ktora obtica RNA-RNA,
DNA-DNA a DNA-RNA duplexi (Teteja et al., 1995). Protein je spajany s
primarnymi transkriptmi rRNA v c¢astiach kodujtcich 18S a 28S. Nukleolin
hra dolezitt ulohu v promoétore pre sekundarnu Struktaru 18S a 28S, ktord je
nevyhnutnd pre vystavbu pre-ribozomalnych casti, aj ked’ on sam nie je
sucast'ou finalneho produktu (Hernandez-Verdun,1991). Nukleofozmin (B23,
38kD) moZze byt spojeny s inymi proteinmi tak ako nukleolin a jadrovy protein
p120. Nukleofozmin je schopny taktiez viazat RNA a DNA (Wang et al.,
1994), je ribonukleo aktivny (Herrera et al., 1995), a spéja sa s mnohymi
vyzretymi  jadrovymi pre-ribozomalnymi RNP. Nukleolin ako aj
nukleofozmin hraji doéleziti tlohu pri vystavbe pre-ribozomalnych casti.
Nukleolin bol lokalizovany v DFC a GC (Biggiogera et al., 2001).

Pri porovnani imunocytochemickych znaceni neaktivnych jadierok
jednotlivych proteinov 30 hpr. (hpr. — hodiny po rozdeleni blastomér; kde sme
zaznamenali znaéenie voci B23, C23, fibrilarinu, RNA polymeréze 1) graf 7,
V 4-blastomérovych embryach oSipanej ziskanych in vivo, sme nezistili
Statisticky vyznamny rozdiel (P= 0,429) za pomoci Kruskal-Wallis testu. Pri
porovnani znaceni neaktivnych jadierok 40 hpr. (hodin po rozdeleni
blastomeér) za pomoci Dunn testu sme zistili Statisticky vyznamny rozdiel
medzi proteinmi (graf 8): fibrilarin a C23, fibrilarin a B23, fibrilarin a RNA
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polymeraza I, RNA polymeraza | aC23 (P< 0,05). Statisticky vyznamny
rozdiel sme nezistili medzi skupinami RNA polymeraza | a B23, B23 a C23.
Pri porovnani aktivnych jadierok 40 hpr. sme zistili Statisticky vyznamny
rozdiel medzi C23 a RNA polymerdzou | (P< 0,05; graf 8). Pri Statistickom
vyhodnocovani znaceni jadierok 50 hpr. sme zistili Statisticky vyznamny
rozdiel medzi skupinami neaktivnych jadierok: fibrilarin a B23, fibrilarin
a RNA polymeraza I, fibrilarin a C23 (P< 0,05; Dunn test). Pri porovnani
znaceni jadierok 50 hpr. sme zistili Statisticky vyznamny rozdiel medzi C23
a fibrilarinom, RNA polymerazou | a fibrilarinom, B23 a fibrilarinom. Pri
znaceni aktivnych jadierok 50 hpr. sme zistili Statisticky vyznamny rozdiel
medzi C23 a fibrilarinom, RNA polymerazou | a fibrilarin, B23 a fibrilarin
(P< 0,05; Dunn test; graf 9). Porovnanim znaceni neaktivnych jadierok pri 8-
bunkovych ranych embryach sme zistili $tatisticky vyznamny rozdiel medzi
skupinami: fibrilarin a B23, fibrilarin a C23, fibrilarin a UBF, fibrilarin
a RNA polymeréza |, fibrilarin a topoizomeraza |, topoizomeraza | a B23,
topoizomeraza | a UBF, topoizomeraza | a RNA polymeréza | (P< 0,05) (graf
11). Pri aktivnych jadierkach bol Statisticky vyznamny rozdiel medzi
znaCeniami: C23 a fibrilarin, C23 atopoizomerdza I, RNA polymeraza
| a fibrilarin, RNA polymeréza | atopizomeraza |, UBF a fibrilarin, UBF
a topoizomeréza I, B23 a fibrilarin, B23 a topoizomeraza | (P< 0,05) (graf 12).
Pri porovnani znaceni neaktivnych jadierok 8-bunkovych neskorych embryi
sme zistili Statisticky vyznamny rozdiel medzi skupinami fibrilarin a B23,
fibrilarin a RNA polymeraza |, fibrilarin aC23, fibrilarin a UBF (P< 0,05)
(graf 14). Porovnanim znaceni aktivnych jadierok v 8-bunkovych neskorych
embryach sme zistili Statisticky vyznamny rozdiel medzi: C23 a fibrilarin,
C23 atopoizomeradza |, C23 a B23, RNA polymeraza | a fibrilarin, UBF
a fibrilarin, topoizomeraza | a fibrilarin (P< 0,05) (graf 15).

Pomocou koeficientu korelacie sme zistili vysokd priamu linearnu
Statistick(l zavislost’ medzi nasledovnymi proteinmi v znaceni v aktivnych
jadierkach: C23 a B23, B23 a RNA polymeréaza I, C23 a RNA polymeraza I,
UBF atopoizomeraza |. V znaceni neaktivnych jadierok sme zistili vysoku
priamu linearnu Statisticki zavislost medzi: B23 a C23, B23 aRNA
polymeraza |, fibrilarin a RNA polymeraza |, UBF a topoizomeraza I. Pri
ostatnych proteinoch, ¢i uz ide o znacéenie v aktivnych alebo neaktivnych
jadierkach sme zistili vel'mi slabu linedrnu zavislost'.
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Porovnanie neaktivnych a aktivnych jadierok
(4-bl. embryo - 30 hpr.)
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Graf ¢. 7. Porovnanie neaktivnych a aktivnych jadierok 4-blast. embryi (30
hpr.)

Cisla v jednotlivych skupinach predstavuji priemer znaceni na jednu
blastoméru. B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. — fibrilarin, Polym. —
RNA polymeraza |

Porovnanie neaktivnych a aktivnych jadierok
(4-bl. embrya - 40 hpr.)
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Graf ¢.8: Porovnanie neaktivnych a aktivnych jadierok 4-blast. embryi (40
hpr.);* P<0,05

Cisla v jednotlivych skupinach predstavuju priemer znaceni na jednu
blastoméru. B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. — fibrilarin, Polym. —
RNA polymeraza |
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Porovnanie neaktivnych a aktivnych jadierok
(4-bl. embryé - 50 hpr.)
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Graf ¢. 9: Porovnanie neaktivnych a aktivnych jadierok 4-blast. embryi (50
hpr.); * P<0,05

Cisla v jednotlivych skupinach predstavuju priemer znaceni na jednu
blastoméru. B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. — fibrilarin, Polym. —
RNA polymeraza |

Porovnanie neaktivnych a aktivnych jadierok
(8-blast. rané)
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Graf ¢.10: Porovnanie neaktivnych a aktivnych jadierok (8-blast. rané); * P<
0,05

Cisla v jednotlivych skupinach predstavuju priemer znaceni na jednu
blastoméru. B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. — fibrilarin, Polym. —
RNA polymeraza I, UBF- upstream binding factor, Topo. — topoizomeraza |
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Porovnanie neaktivnych jadierok (8-blast. rané)
*
| x
* k3
al
| *
*
i: 1,087
! n 7. T

E e : o b4
B23 C23 Fibr. Polym. UBF Topo.

Graf ¢. 11: Porovnanie neaktivnych jadierok (8-blast. rané); * P<0,05

Cisla v jednotlivych skupinach predstavuju priemer znaceni na jednu
blastoméru. B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. — fibrilarin, Polym. —
RNA polymeraza I, UBF- upstream binding factor, Topo. — topoizomeraza |

Porovnanie znaceni aktivne jadierka (8-blast.rané)
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Graf'¢. 12: Porovnanie znaceni aktivne jadierka (8-blast.rané); * P<0,05
Cisla v jednotlivych skupinach predstavuju priemer znaceni na jednu
blastoméru.B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. —fibrilarin, Polym. — RNA
polymeraza I, UBF- upstream binding factor, Topo. — topoizomeraza |
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Porovnanie neaktivnych a neaktivnych jadierok
(8-blast. neskoré)
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Graf ¢. 13: Porovnanie neaktivnych a neaktivnych jadierok (8-blast. neskoré)
Cisla v jednotlivych skupinach predstavuju priemer znaceni na jednu
blastoméru.B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. —fibrilarin, Polym. — RNA
polymeraza I, UBF- upstream binding factor, Topo. — topoizomeraza |

Porovnanie znaceni neaktivnych jadierok
(8-blast. neskoré)
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Graf'¢. 14: Porovnanie znaceni neaktivnych jadierok (8-blast. neskoré); * P<
0,05

Cisla v jednotlivych skupinach predstavuju priemer znaceni na jednu
blastoméru. B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. — fibrilarin, Polym. —
RNA polymeraza I, UBF- upstream binding factor, Topo. — topoizomeraza |
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Porovnanie znaceni aktivnych jadierok (8-blast.neskoré)
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Graf ¢. 15: Porovnanie znaceni aktivnych jadierok (8-blast.neskoré); * P<
0,05

Cisla v jednotlivych skupinach predstavuju priemer znaceni na jednu
blastoméru. B23- nukleofosmin, C23 nukleolin, fibr. — fibrilarin, Polym. —
RNA polymeraza I, UBF- upstream binding factor, Topo. — topoizomeraza |
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5.4 Stanovenie relativneho obsahu proteinov

Stanovenie relativnej koncentracie proteinov jadierok bolo v nasom
pripade mozné prostrednictvom enukleolacie. Enukleolacia ako technika bola
prvykrat opisana Fulkom et al. v roku 2003. Jedna sa o unikatnu metodu, ktora
umozinuje odstranenie jadierok z oocytov bez toho, aby doslo k poskodeniu
samotného  oocytu. Proces zahfia mikromanipuldciu  pomocou
Specializovanych nastrojov a zariadeni. Jadierko sa opatrne extrahuje z oocytu
pomocou presnych mikromanipula¢nych pohybov, ¢im sa zabezpeci
minimalne narusenie okolitych bunkovych Struktir.

Pred samotnym zahdjenim enukleolacie je potrebné zaktuipenie komerénych
manipulacnych ihiel aholderov resp. ich manuélna priprava. V nasich
laboratérnych podmienkach sme si pripravili ihly a holder z borosilikatového
skla pomocou pristroja Flaming/Brown micropipete puller MODEL P-97
(Sutter instrument, USA). Parametre potrebné na pripravu jednotlivych
manipulac¢nych ihiel a holderov sa liSia od nastavenia pristroja a mikroskopu
S manipulac¢nou technikou. V nasom pripade boli ihly upravené na priemer 10
um pod uhlom 15° a holdery na priemer 20 um pod uhlom 15° (Obr.18).

Enukleoldcia oocytov o$ipanej prebiehala zo stocenych oocytov, ¢im
sa zviditelnili jadierka. Cely proces prebiehal v sterilnej miske zlozenej
z manipula¢ného média a oplachovacieho média (PVA) aPVP. lzolacia
jadierok bola podmienena vznikom jednotlivych experimentalnych skupin na
zéklade vitélnej selekcie pomocou LB farbenia. Po izolacii dostato¢ného
mnozstva jadierok sme pomocou metdody znacenia proteinov koloidnym
zlatom  stanovili  relativne  mnozstva  proteinov v jednotlivych
experimentalnych skupindch. Na zaklade vysledkov sme dospeli k zaveru, Ze
pomocou LB vitalnej selekcie, vieme izolovat’ jadierka s r6znym obsahom
proteinov (Tab.8, Obr. 29).

V rdmci LB+ oocyty (menej kvalitné) sme detegovali signifikantne nizsi
obsah proteinov a to 0,71 ng na jeden NLB. V oocytoch z kontrolnej skupiny
(bez farbenia LB) sme detegovali 0,97 ng na NLB a v LB- oocytoch (kvalitné
oocyty),10ng na NLB. Murin et al. (2019) rovnakou metddou stanovili obsah
proteinov jednej NLB oocytu o$ipanej na 0,86-0,96ng bez vplyvu BCB
selekcie. Fulka et al.(2012) detegovali 1,6ng proteinov na jednu NLB
mySacieho oocytu, kde mozZno predpokladat’ vznik rozdielov na zaklade
druhovej specifity.
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Tabulka ¢.8: Relativny obsah proteinov na jedno NLB

Experimentéalna skupina Obsah proteinov (ng/NLB)
Kontrolna skupina 0,976
LB+ 0,71

LB- 1,106

Obrdzok ¢. 29 Enukleolacia oocytu

A. prichytenie oocytu holderom B. penetrécia ihly cez zona pellucida bez poskodenia
cytoplazmatickej membrany C. nasavanie jadierka s nukleoloplastom D. nasdvanie
jadierka E. F. odobraté jadierko s nukleoloplastom
(Zdroj: Bartkova, 2021)
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Zaver

Embryogenéza, tiez zndma ako embryonalny vyvoj, je komplexny proces,
ktory zahfna tvorbu a rast embryi z jednobunkovej zygoty do plne vyvinutého
organizmu. Je to rozhodujica etapa Vv zivotnom cykle vSetkych
mnohobunkovych organizmov vratane Cloveka. V 21. storo¢i vyznamné
prelomy vo vyvojove] bioldgii spdsobili revoluciu v naSom chapani
molekularnych a bunkovych mechanizmov, ktorymi sa riadi embryogenéza.
Tieto pokroky nielen zlepsili nase znalosti o ranej embryogenéze cicavcov, ale
poskytli aj pohl'ad na d’alSie biologické otazky, ako st kmenové bunky,
regeneracia, rakovina a tvorba tkaniv a organov.

V poslednych rokoch vyskumnici urobili pozoruhodny pokrok
v definovani a popise zlozitych molekularnych a bunkovych mechanizmov,
ktoré st zdkladom embryogenézy. Stavajiic na objavoch 20. storo¢ia vedci
pouzivaji najmodernejSie techniky molekuldrnej bioldgie na odhalenie
zlozitych signédlnych drdh a génovych regula¢nych sieti, ktoré organizuju
embryonalny vyvoj. Tieto pokroky umoziuju aj nam realizovat’” vyskum
a pokracovat’ v identifikacii klaGovych génov a proteinov zapojené do
roznych §tadii embryogenézy.

Rychly pokrok vo vyskume embryogenézy mozno pripisat’ aj
technologickému pokroku v roznych oblastiach. Techniky ako sekvenovanie
novej generacie, sekvenovanie jednobunkovej RNA a nastroje na upravu
genomu ako CRISPR-Cas9 spésobili revollciu v stadiu embryonalneho
vyvoja. Tieto nastroje aj v nasom vyskume umoznili analyzovat vzorce
génovej expresie a poskytli ndm bezprecedentny pohl'ad na dynamické zmeny
vyskytujlice sa po€as embryogenézy.

Pri pohlade do buducnosti je pokrok vo vyskume embryogenézy
obrovskym prisflubom pre rozne oblasti. Poznatky =ziskané Stidiom
embryonalneho vyvoja je mozné aplikovat’ v regenerativnej medicine, kde je
cielom opravit' alebo nahradit’ poSkodené tkanivd a organy. Pochopenim
procesov podielajucich sa na embryogenéze sa moZeme podielat’ na vyvine
stratégie na vyvolanie regenerdcie tkaniva u dospelych, ¢o méze sposobit’
revollciu v liecbe degenerativnych chordb a zraneni. Okrem toho poznatky
ziskané z vyskumu embryogenézy mozu tiez prispiet’ k naSmu pochopeniu
vyvojovych portch a samotného porodu.
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Conclusion

Embryogenesis, also known as embryonic development, is a complex
process that involves the formation and growth of embryos from a one-cell
zygote to a fully developed organism. It is a crucial stage in the life cycle of
all multicellular organisms, including humans. In the 21st century, major
breakthroughs in developmental biology have revolutionized our
understanding of the molecular and cellular mechanisms governing
embryogenesis. These advances have not only improved our understanding of
early mammalian embryogenesis but have also provided insight into other
biological questions such as stem cells, regeneration, cancer, and tissue and
organ formation.

In recent years, researchers have made remarkable progress in defining and
describing the complex molecular and cellular mechanisms underlying
embryogenesis. Building on the discoveries of the 20th century, scientists are
using state-of-the-art molecular biology techniques to unravel the complex
signalling pathways and gene regulatory networks that orchestrate embryonic
development. These advances also allow us to carry out research and continue
to identify key genes and proteins involved in the various stages of
embryogenesis.

The rapid progress in embryogenesis research can also be attributed to
technological advances in various fields. Techniques such as next-generation
sequencing, single-cell RNA sequencing, and genome-editing tools such as
CRISPR-Cas9 have revolutionized the study of embryonic development. In
our research, these tools also enabled the analysis of gene expression patterns
and provided us with an unprecedented insight into the dynamic changes
occurring during embryogenesis.

Looking ahead, advances in embryogenesis research hold great promise for
various fields. Knowledge gained from the study of embryonic development
can be applied in regenerative medicine, where the goal is to repair or replace
damaged tissues and organs. By understanding the processes involved in
embryogenesis, we can contribute to the development of strategies to induce
tissue regeneration in adults, which may revolutionize the treatment of
degenerative diseases and injuries. In addition, knowledge gained from
embryogenesis research can also contribute to our understanding of
developmental disorders and childbirth itself.
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