Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra veterinarnich disciplin

Ceska zemédélska
univerzita v Praze

3D Kkultivac¢ni systém vyuzivajici GrowDex pro kultivaci
kumulo-oocytarnich komplexi prasete

Diplomova prace

Bc. Tereza Smidova
Reproduk¢ni biotechnologie

doc. Ing. Eva Chmelikova, Ph.D.

© 2021 CZU v Praze



r

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou diplomovou praci: ,,3D kultivaéni systém vyuzivajici GrowDex pro
kultivaci kumulo-oocytarnich komplext prasete” jsem vypracovala samostatné pod vedenim
vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdroja, které
jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené
diplomové prace dale prohlasuji, ze jsem v souvislosti S jejim vytvofenim neporusil autorska

prava tfetich osob.

V Praze dne 26. 4. 2021




Podékovani

Rada bych touto cestou pod€kovala doc. Ing. Evé Chmelikové, Ph.D. za odborné
vedeni, vstficnost a cenné rady pii psani této prace. Také bych chtéla podeékovat Ing. Katetiné
Havlikové, ktera mi poskytla velikou pomoc pii praci v laboratofi, a své rodiné za podporu

behem cel¢ doby studia.



3D kultivacni systém vyuzivajici GrowDex pro kultivaci
kumulo-oocytarnich komplexi prasete

Souhrn

Kultivac¢ni systémy vyuzivajici trojrozmérné (3D) prostiedi piedstavuji pokrocily
pristup v bunécné kultivaci, jelikoz 1épe odrazeji ptirozené prostiedi bunék a podporuji jejich
VyVvoj.

Cilem diplomové prace bylo srovnat 3D kultivaéni systém pro dlouhodobou kultivaci
oocyty obklopujicich bun¢k prasete vyuzivajici celul6zovy hydrogel GrowDex se standardnim
2D kultivaénim prostfedim z pohledu exprese vybranych markert apoptozy.

Ve 3D kultivaénim prostiedi s pfidavkem hydrogelu GrowDex v rtizné koncentraci (1 a
0,5 %) bylo nejprve hodnoceno jaderné zrani kumulo-oocytarnich komplext (COCs) prasete.
Oocyty kultivované v kultiva¢nim médiu M199 s ptidavkem hydrogelu GrowDex (3D) v obou
pouzitych koncentracich vykazovaly srovnatelné vysledky jaderného zrani s kontrolou (2D).

Kumularni buiiky z oocytli ve stadiu druhé meiotické metafaze byly poté ve 3D a
standardnim kultiva¢nim prostedi (2D) ponechany k dlouhodobé kultivaci po dobu 2,4, 7 a 16
dni. Na zdklad¢ exprese markerti apoptdzy byl hodnocen vitdlni stav kultivovanych bunék.
Markery apoptdzy byly zjisStovany pomoci imunodetekce metodou Western blot. Hodnocena
byla mira exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-2 a pro-apoptotického proteinu Bax z rodiny
proteinli Bcl-2, jejiZ ¢lenové jsou schopni regulovat propustnost mitochondrialni membrany pro
cytochrom ¢ a jsou zéasadni pro cely proces vnitini apoptotické drahy. Sila signalu reakce
proteinu s protilatkou na membrané byla hodnocena na zakladé parametru integrované optické
denzity (IOD), ktera se rovna soucinu prumérné optické denzity a plochy, kde prob¢hla reakce
proteinu s protilatkou. Stanovené hodnoty byly nasledné vztaZzeny k 10D referen¢niho proteinu
tubulinu, ktery se vyskytuje ve vSech typech bunék a takto byla ziskana relativni integrovana
opticka denzita (RIOD).

Proteiny Bcl-2 i Bax byly pomoci imunodetekce nalezeny ve vSech kategoriich
dlouhodobé kultivovanych bunék. Mira exprese proteinti ze skupiny Bcl-2 v kumularnich
bunkach byla hodnocena po rtizné dobé kultivace, ato jak z 2D, tak z 3D kultiva¢niho prostiedi
s ptidavkem hydrogelu GrowDex. Hypotéza, ze ve 3D kultivacnim systému bude vyssi exprese
anti-apoptotického proteinu, a naopak nizsi exprese pro-apoptotického proteinu nebyla
potvrzena. Anti-apoptoticky protein Bcl-2 nevykazoval statisticky vyznamou vys$§i miru
exprese ve 3D systému s GrowDex oproti 2D prostiedi. Jediny vyznamny rozdil byl zjiStén
Vv délce kultivace do 16 dni. Ani pfedpokladand nizsi exprese pro-apoptotického proteinu Bax
ve 3D systému s GrowDex nebyla statisticky prokazana, a to v zadné z kategorii hodnocenych
kumularnich bunék.

Z pohledu exprese markerti apoptdzy i1 vysledkil jaderného zrani jsou oba kultivacni
systémy srovnatelné. V budoucich experimentech by bylo vhodné zaméfit se na dalsi 3D
kultivacni systémy a detekci novych markert, jako jsou markery proliferace a diferenciace.

Klic¢ova slova: Prase, kumulo-oocytarni komplexy, kultivace, markery apoptdzy, 3D systém,
detekce proteint



3D culture system with GrowDex for cumulus-oocytes
complexes cultivation

Summary

Culture systems using three-dimensional (3D) environment represent an advanced
approach in cell culture, as they better reflect the natural environment of cells and support their
development.

The aim of the diploma thesis was to compare a 3D culture system for long-term
cultivation of porcine oocyte-surrounding cells using cellulose hydrogel GrowDex with a
standard 2D culture medium in terms of expression of selected markers of apoptosis.

Nuclear maturation of cumulus-oocytes complexes (COCs) in a 3D culture medium with
the addition of GrowDex hydrogel at various concentrations (1 and 0.5%) was first evaluated.
Oocytes cultured in M199 culture medium supplemented with GrowDex hydrogel (3D) at all
used concentrations showed comparable nuclear maturation results to the control (2D).

Cumulus cells from the oocytes in the second meiotic metaphase stage were then left in
long-term culture in 3D and standard culture medium (2D) for 2, 4, 7 and 16 days. Based on
the expression of markers of apoptosis, the vital status of cultured cells was assessed. Markers
of apoptosis were detected by Western blot immunodetection. The expression levels of the anti-
apoptotic protein Bcl-2 and the pro-apoptotic protein Bax from the Bcl-2 family of proteins,
whose members are able to regulate the permeability of the mitochondrial membrane to
cytochrome ¢ and are essential for the whole process of the intrinsic apoptotic pathway, were
evaluated. The strength of the protein-antibody reaction signal on the membrane was evaluated
based on the integrated optical density (IOD) parameter, which is equal to the product of the
average optical density and the area where the protein-antibody reacted. The determined values
were then related to the 10D of the reference protein tubulin, which occurs in all cell types, and
the relative integrated optical density (RIOD) was obtained.

Both Bcl-2 and Bax proteins were found by immunodetection in all categories of long-
term cultured cells. The level of expression of Bcl-2 family proteins in cumulus cells was
evaluated after different cultivation times, both from 2D and 3D culture medium with the
addition of GrowDex hydrogel. The hypothesis that in the 3D culture system there will be a
higher expression of the anti-apoptotic protein and, conversely, a lower expression of the pro-
apoptotic protein was not confirmed. The anti-apoptotic protein Bcl-2 did not show a
statistically significant higher expression rate in the 3D system with GrowDex compared to the
2D environment. The only significant difference was found in the length of cultivation up to 16
days. The presumed lower expression of the pro-apoptotic protein Bax in the 3D system with
GrowDex was not statistically proven in any of the categories of cumulus cells.

From the point of view of the expression of apoptotic markers and the results of nuclear
maturation, both culture systems are comparable. In future experiments, it would be possible to
focus on other 3D culture systems and detect other markers, such as markers of proliferation
and differentiation.

Keywords: Pig, cumulus-oocyte complexes, cultivation, apoptotic markers, 3D system,
protein detection



L VOM. s 1
2 Védecka hypotéza a Cile Prace............ccocooiiiiiiiiiiiie e 2
3 LItETArI FESEISE ....oc.viiiiiiiiiicic e sr e r e nr e n e n e e n e 3
3.1 OO0QEBNEZE ...ttt e rae e 3
3.1.1  Faze mnozeni a vznik FOIKUIU..........cccoiiiiiiiie e 3
3.1.2  Faze rGstu a vyvoj foliKulu ......coooviiiiiiiic 5
3.121 FOIKUIOGENEZE........ocveeiicie ettt ns 6
3122 Kumularni buiiky a expanze kumulu............ccooeviiiniiiiiin e 7
3.1.3  Faze meiotick€ho ZIani .........coooviiiiiiiiiii e 8
3.14  Faktory zapojené do regulace 00ZENEZE ..........cocvervireerieireiiienieie e 9
3.2  Apoptoza a proteiny Bel-2 rodiny.........ccooeeiiiiiiiiiiice 16
3.2 1 APOPLOZA...uiiiiiiiii it 16
3.2.2  Proteiny BCl-2 rOdiNY .......cooiiiiiiiiiiieese s 18
3221 BCI-2 . s 19
3.2.2.2 BiAX 1ttt bbb b nree s 20
3.3 3D Kultivacni SYStEIMY ...........ccooiiiiiiiiiieiieee e 21
3.3.1  Rozdily ve 2D a 3D Kultivaci .......ccccceviiiiiiiiiiiciicee e 21
3.3.2  Typy 3D MOAEIT.....eeiuiiiiiiiiiieiceee e 22
3.3.3  GIOWDEX®......ooiiiieiiiiiieiee ettt 24
3.34  Kultivace COCs ve 3D kultivacnim SyStemul ..........cccoevverveiririnereernnnenn 25
4 MEEOAIKAL ..o s 26
4.1  Odbér vajecnikit a izolace 00CYtU ............ccoccvviiiiiiiiiici e 26
4.2 KUIIVACE COCS.... .ot 26
4.3  Stanoveni exprese proteini Bcl-2 a Bax metodou Western Blot ............... 27
4.4 Statistickd analyza...............cccociiiiiiiii 29
45  Usporadani eXperimentil.............ccccovviiiiiiiiinieiiee e 29
5 VYSIEAKY ..o e 31
5.1 Hodnoceni jaderného zrani COCs ve 2D a 3D kultivaénim prostredi...... 31
5.2  Detekce proteint Bel-2 a Bax v kultivovanych kumuldrnich buiikach
Metodou WESLErN DIOL.........ccooiiiicc 32
B DIHSKUZE ..o 38
T ZLAVEY ...t E bt R et R et bt b e he e she e nar e b aans 40

T I} (=] - | (0] - TP 41



1 Uvod

Vyzkum Vv oblasti reprodukénich biotechnologii prochazi v soucasné dobé rychlym
rozvojem, ato jak v ptipad¢ humanni mediciny, tak v chovech hospodaiskych zvitat. Vzhledem
K pfisnym legislativnim regulim EU jsou pro ziskavani novych poznatki v oblasti
biotechnologie reprodukce namisto lidskych oocytd ¢asto vyuzivany oocyty raznych druhi
zvifat. Vhodnym modelovym organismem pro studium samicich pohlavnich buné¢k je prase,
jehoz oocyty se podobaji lidskym (Santos et al. 2014). Prase je také vyznamnym hospodaiskym
zvifetem, a protoze efektivita metod vyuzivanych pii jeho asistované reprodukci je nizka, je
potieba efektivitu téchto technologii nadale zvysovat.

Pro studium principti regulace reprodukce je nutné ziskat zralé oocyty s ukonéenym
stadiem rastu, které se vsak in vivo ve vajecniku vyskytuji v omezeném mnozstvi. Kvalitu in
vitro oocytll uplatnitelnych pro reprodukéni biotechnologie ovliviiuje vyznamnou mérou
pouzity kultivacni systém. Standardni 2D systém kultivace naraZi na limity, jako je napiiklad
omezeni komunikace mezi oocytem a okolnimi kumularnimi bunikami pfes spoje oznacované
jako gap junctions. Proto jsou pro kultivaci kumulo-oocytarnich komplexd, popiipadé
kumularnich bun¢k hledany alternativy, jednu z nich muze poskytnout trojrozmérny kultivaéni
systém (3D). 3D systémy predstavuji pokrocily pfistup v bunééné kultivaci, protoze piesnéji
napodobuji pfirozené prostiedi bunky a podporuji jeji rist, vyvoj a funkci. Uplatiiuji se také
Casto ve vyzkumu nadoru, pfi studiu ptisobeni 1é¢iv nebo v tkanovém inzenyrstvi (Jensen &
Teng 2020). Kumulo-oocytarni komplexy prasete nebyly podle dostupnych zaznamu nikdy
kultivovany v trojrozmérném systému vyuzivajici pfirodni hydrogel GrowDex®. Kvalitu
kultiva¢niho prostfedi je mozné posuzovat z pohledu exprese marker programované bunééné
smrti, apoptozy. Apoptdza je fyziologicky d&j vyznacujici se specifickymi biochemickymi a
morfologickymi procesy (Reed 2000). Dilezitou roli v regulaci apoptdzy maji proteiny Bcel-2
rodiny, jako je Bcl-2 a Bax, pfi¢emz stanoveni hladiny jejich exprese muze slouzit jako
vyznamny marker vitalniho stavu kultivovanych bun¢k.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace bylo srovnat 3D kultivaéni systém pro dlouhodobou kultivaci
oocyty obklopujicich bunék vyuzivajici celulozovy hydrogel GrowDex se standardnim 2D
kultiva¢nim prostiedim z pohledu exprese vybranych markerti apoptozy.



3 Literarni reSerSe
3.1 Oogeneze

Procesem oogeneze se nazyva pieména diploidni zarode¢né bunky, zvané oogonie, ve
zralou samici pohlavni buniku — oocyt (Lasman et al. 2020). Béhem této doby burika prochazi
diferenciaénim procesem, pii kterém ziskava schopnost byt oplozena a dat vznik novému
jedinci (Elkouby & Mullins 2017).

V prub&hu oogeneze gameta podstupuje zraci déleni (meidzu), kdy dojde ke snizeni poctu
chromozoml na polovi¢ni (haploidni) pocet. Timto zptisobem je zajiSténo, Ze se béhem procesu
oplozeni obnovi plna (diploidni) sada chromozomi. Mei6za hraje duleZitou roli nejenom v
pfesném pienosu genetického materidlu, ale rovnéz zajistuje genetickou variabilitu vytvarenim
novych kombinaci béhem piektizeni chromatid (crossing-over) v pachytene I. zraciho déleni a
nahodnymi rekombinacemi chromozomovych sad na konci 1. zraciho déleni (Vacek 2011).

Tento proces miizeme rozdélit do tii fazi: faze mnozeni, faze ristu a faze zrani.

Oocyt, nejvétsi bunka v sami¢im organismu, se vyviji v ovaridlnim folikulu,
specializované ¢asti vaje¢niku nachazejici se v jeho kife (Johnson 2018). Folikul je funk¢ni
jednotkou vajecniku, podporuje vyvoj kompletniho vajicka a vzdy obsahuje jeden oocyt
obklopeny granuléznimi bunikami (Arroyo et al. 2020). Folikulogeneze je oddéleny proces
tvorby folikulu, ktery provazi a podporuje vSechny faze oogeneze.

Na rozdil od spermatogeneze probihajici u samcii, kde je kladen diiraz na pohyblivost
gamety, béhem oogeneze vznikd gameta zajist'ujici prostredi pro zdarny vyvoj Zivotaschopného
organismu. Krom¢ haploidniho jadra oocyt obsahuje cytoplazmatické enzymy, mRNA,
organely a metabolické substraty (Gilbert 2000).

3.1.1 Faze mnoZeni a vznik folikulu

Bunky, které¢ davaji vznik oocytim, se nazyvaji primordialni zarodecné bunky
(Primordial Germ Cells, PGCs) a béhem gastrulace se vyviji v zadni ¢asti primitivniho prouzku.
Nasledné migruji do endodermu zloutkového vacku, aby se poté presunuly ptes zadni stievo do
pohlavni listy. Pfesun PGCs do pohlavni liSty probih4 nejprve pasivnég, poté je podminovan
chemoatraktanty, jako je transformujici rastovy faktor (TGF 1) a aktivin. Chemoatraktanty
zaroven ovliviuji jejich mitotickou aktivitu (Van den Hurk & Zhao 2005), ktera jesté pied
vstupem na misto budouci pohlavni zlazy vede ke zvySeni jejich poctu na nékolik tisic (Fulka
2007). Pohyb je mimo jiné zprostiedkovan c-Kit receptorem vystaveném na PGCs a jeho
ligandem vystaveném na buiikach podél migracni trasy téchto bun€k (Fleischman 1993).
Jakmile PGCs osidli genitalni listu, diferencuji se v zavislosti na pohlavi na oogonie nebo
spermatogonie vykazujici vysokou mitotickou a transkrip¢ni aktivitu (Picton et al. 1998).

Az donedavna se predpokladalo, Ze celkovy pocet folikull je stanoven jiz na zacatku
zivota a kazdy z nich prodéla bud’ ovulaci, anebo ve vétsing pripadt zanika (McGhee & Hsueh
2000). Podle star¢ho dogmatu reprodukéni biologie se po prenatalnim vyvoji samice PGCs jiz
nemnozi a poéty zarode¢nych bunék trvale ubyvaji. V roce 2004 vsak profesor Jonathan Tilly
se svym tymem popsali pfitomnost bunék na mySich ovariich vykazujicich podobnost s PGCs
a po dalsim zkoumani zjistili, Ze tyto burky jsou schopny nahradit populaci zanikajicich oocyta.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK10008/

Uvadéji také, ze bez dal$iho dopliovéani zarodecnych bunck by byly zasoby oocytl rychle
vyCerpany (Johnson et al. 2004). O rok pozd¢ji dosli Johnson et al. (2005) k zavéru, ze do
vajecniku tyto buitky mohou migrovat ze zasobarny v kostni dfeni.

PGCs se zanofuji do kiiry budoucich vajecnikli a pfeménuji se na oogonie, které se
mitoticky déli a shlukuji v jednotné skupiny pivodem z jedné bunky. Cytokineze vSak neni
uplné dokoncena a oogonie zustavaji spojeny cytoplazmatickymi mustky neboli gap junctions
a tvori zarode¢nou listu. Gap junctions slouzi ke komunikaci a ptenosu latek mezi oogoniemi i
somatickymi bunkami, které je obklopuji (Elkouby & Mullins 2017). Jsou tvofeny
konexinovymi proteiny a prochazi jimi latky jako jsou metabolity, aminokyseliny a nukleotidy,
informaéni molekuly a inhibi¢ni a stimula¢ni meiotické faktory. Konkrétné protein konexin-37
je oocyty exprimovan ve vSech fazich folikularniho vyvoje (McGhee & Hsueh 2000; Amleh &
Dean 2002).

Oogonie prasete dosahuji velikosti asi 13 um (Anderson 2009). Jednotlivé oogonialni
skupinky od sebe déli buniky célomového epitelu, vyristajici z ovarialniho povrchu. Tyto buniky
postupné prorustaji do shlukl oogonii, oddé€luji je od sebe a tim je zastaveno mitotické délent.
Oogonie obalené touto vrstvou epitelu se stavaji oocyty I. fadu a vstupuji do profaze meidzy I.
Buriky, které je obklopuji jsou buriky folikularni (Vacek 2011). Meidza u prasete za¢ina asi od
40. dne embryonalniho vyvoje (Hunter 2000).

Primarni oocyt a buiiky jej ohranicujici tvofi spole¢n€ primordiélni folikul, ktery sestava
jen z jedné vrstvy granul6znich bunék kolem oocytu (Jaffe & Egbert 2017). Folikularni buiky
jsou mezi sebou spojeny t€snymi spoji (tight junctions), které uzaviraji intercelularni prostory
(Vacek 2011). Behem vyvoje oogonie uvniti vajeniku apoptoticky zanikaji a zistavaji pouze
ty zarode¢né burky, které se nachazeji u povrchu (Sadler 2011). U prasete se po zaniku
mnozstvi zarodecnych bungk jejich pocet snizuje asi o 60 % oproti pivodnimu poctu (Van den
Hurk & Zhao 2005).

Do prvni meidzy vstupuji oocyty se zdvojenou DNA (Jaffe & Egbert 2017). Meidza je
zapocCata vstupem do profaze, ktera se déli do péti fazi: leptotene, zygotene, pachytene,
diplotene a diakineze. Béhem leptotene spiralizuji chromozomy a rozpadaji se jaderné pory, ve
fazi zygotene se paruji homologni chromozomy a tvofi bivalenty (Sanchez & Smitz 2012).
V pachytene dochazi k rekombinacim mezi chromozomy (crossing-over), béhem kterého se
vymeéni ¢asti nesesterskych chromatid homolognich chromozom. Poté se oocyty dostavaji do
faze diplotene, kde se chromatidy odd€luji a zustavaji spojeny pouze v chiazmatech.
Chromatidy se pak od sebe oddéli uplné (Hunt & Hassold 2008).

Meiodza se zastavuje ve stadiu diplotene (diktyotene), pro které je typickd neporusend
membrana jadra i jadérka a cCastecné¢ kondenzovany chromatin (Jaffe & Egbert 2017).
Diktyotene je pojem pro stadium nedokoncené meidzy, ve kterém je primarni oocyt zastaven.
Sav¢i oocyty zlstavaji v profazi I riizné dlouhou dobu a do dalsi faze vstoupi, az kdyz burka
zacne pred ovulaci dozravat. Béhem tohoto obdobi ma stile diploidni pocet chromozom
(Sadler 2011).

Prvni zraci déleni je pferuseno plisobenim inhibi¢nich faktort, napiiklad inhibitorem
OMI (Oocyte Maturation Inhibitor), ktery produkuji folikularni bunky. Meioticky blok je
nasledné udrzovan mnoha faktory, z nichz nejvyznamnéjsim je cyklicky adenosin monofosfat
(cAMP), ktery je podporovan pisobenim cyklického guanosin monofosfatu (cCGMP) (Vacek



2011; Jaffe & Egbert 2017). V prvnim meiotickém bloku oocyty setrvavaji vlivem folikularnich
bun¢k. To dokdzaly pokusy dle Pincuse a Enzmanna (1935), kdy oocyty odebrané z
antralniho folikulu spontanné obnovily meioézu a dozraly az do metafaze I1.

Ptestoze je jejich vyvoj pozastaven, jsou oocyty synteticky aktivni. V této fazi maji
rozlisitelné, velké jadérko. Jadro oocytu v meiotickém bloku ma sféricky tvar a je oznacovano
terminem zarode¢ny vacek (GV, Germinal Vesicle) (Manandhar et al. 2005). V rostoucim
oocytu se intenzivné tvori vSechny typy RNA, které jsou nezbytné pro pozdéji probihajici
proteosyntézu. Dale se v pachytene tvoti proteiny jako je tubulin a specifické jaderné proteiny,
mezi které fadime naptiklad histony uplatiiujici se pii expresi genti regulujicich syntézu RNA
(Vacek 2011).

Dlouh¢ setrvani v prvnim meiotickém bloku zaroven poskytuje oocytu piilezitost pro
hromadéni poskozené DNA. Builka na toto poskozeni miiZze reagovat zastavenim bunééného
cyklu, anebo zahajenim apoptézy. Primordialni a primarni folikul syntetizuje regulacni
molekuly, jako je napiiklad TAp63, umoziujici odpoveédét na posSkozeni DNA zahajenim
apoptdzy. Exprese téchto molekul se v§ak v antralnim folikulu snizuje a misto toho jsou oocyty
s poskozenou DNA schopné zastavit sviij vyvoj v metafazi | (Collins & Jones 2016).

3.1.2 Faze riistu a vyvoj folikulu

Po fazi mnozeni nastupuje faze rastu, beéhem které oocyty zlstavaji v prvnim
meiotickém bloku (Kaser et al. 2019). Faze rGstu trva od puberty az do ukonéeni pohlavni
aktivity a kazdy ovarialni cyklus vstupuje do této faze n€kolik primarnich oocyti.

Zastaveny oocyt ve fazi GV syntetizuje glykoproteinovy obal, zona pellucida, ktera je
tvofena ze tii vrstev: ZP1, ZP2, ZP3 (Kaser et al. 2019). Glykoproteiny zona pellucida jsou
zodpovédné za druhové specifickou vazbu spermii, vyvolavaji jejich akrozomalni reakci a
zabranuji polyspermii (Wassarman 2008).

Oocyty musi dorist do odpovidajici velikosti, aby byly schopny podstoupit zrani,
naslednou fertilizaci a bunééné dé€leni. Béhem zvétSovani svého objemu se také diferencuyi.
Cytoplazma dostava nové uspotadani, organely se ptreskupuji, modifikuji a vznikaji nové.
Dochazi ke zvyseni hladiny intracelularniho vapniku (Picton et al. 1998). Oocyt prasete se
zveétsi ze 30 pm na 120 um (Motlik & Fulka 1986).

Dochazi ke vzniku tzv. Balbianiho Zloutkového jadra, shluku organel v cytoplazmé
pobliz jadra, které obsahuje endoplazmatické retikulum, mitochondrie, Golgiho aparat a
proteiny. V rostoucim folikulu se rozsifuje k okrajim bunky a rozpada se na mensi ¢asti (Cox
& Spradling 2003). Vznika velké mnozstvi ribozomii, RNA a proteint slouZicich k transportu
a skladovani latek, membranovych vezikuli ¢i granul (Van den Hurk & Zhao 2005).

Zaroven s rustem, kdy se zvétSuje bunééna hmota, probihaji v oocytu kvalitativni zmény
v organelach a informac¢nich molekulach, které budou regulovat urcité vyvojové funkce.
Naptiklad geny maternalniho u¢inku jsou sekvencemi, které jsou transkribovany a
translatovany jiz béhem oocytarniho ristu, ale jejich regula¢ni funkce je vyzadovéana az po
oplozeni (Li et al. 2010).



3.1.2.1 Folikulogeneze

Primordialni folikuly jsou béhem zivota samice kontinudlné vybirany mezi rostouci
folikuly (Hirshfield 1991). Do faze rustu vzdy vstupuje nékolik folikula (Van den Hurk & Zhao
2005). Mimo reprodukéni vek samice folikuly taktéz vstupuji do faze ristu, nemohou vsak
dosahnout ovulacni velikosti a zanikaji, protoze nedochazi ke stimulaci gonadotropiny (Salha
1998).

Poté, co se vrstva plochych bun€k zméni na kubické, oznacuje se folikul jako primarni.
Béhem tohoto stadia se vSak velikost folikulu pfili§ neméni (Van den Hurk & Zhao 2005).
Kolem oocytu vznika obal membrana granulosa a sou¢asné dochazi k rtistu oocytu.

Granuldzni buiiky vykazuji vysokou proliferacni aktivitu a vytvareji nékolik vrstev; v
tuto chvili se jiz folikul oznacuje jako sekundarni (také preantralni). Tyto bunky obklopuji oocyt
a obsahuji na svém povrchu receptory pro FSH a estrogeny. Z intersticialnich bunék vznikaji
bunky théky, které obaluji granuldzni bunky — theca folliculi externa a theca folliculi interna.
U prasnic dosahuje preantralni folikul velikosti piiblizné 300 um a oocyt uvnitt folikulu stale
roste (Van den Hurk et al. 1997; Hyttel et al. 1999). Theca folliculi interna obsahuje receptory
pro LH a pfi ndrGstu hladiny tohoto hormonu zacnou jeji buiiky syntetizovat testosteron, ktery
se transportuje do theca folliculi externa, kde je enzymem cypl9 aromatazou pfeménén na
estrogeny. Estrogeny spolecné s FSH podnécuji sekreci granuldéznich bunék, ¢imz vznika
dutina vyplnéna tekutinou, antrum folliculi. FSH zaroven podporuje vytvaieni LH receptorti na
granuloznich bunkach (Eppig 2001).

Zatimco oocyty hlodavci dosahnou své plné velikosti pied tvorbou dutiny, u prasat a
skotu oocyty stéle rostou, kdyz folikuly dosdhnou ¢asného antralniho stadia. Folikularni antrum
je u prasete plné diferencovano ve folikulech o pruméru asi 0,4-0,8 mm a je vyplnéno tekutinou
(Motlik & Fulka 1986).

Granul6zni buniky se déli na dvé rozdilné vrstvy: murélni granuldzni buiiky z vnéjSich
bun¢k a kumularni bunky obklopujici oocyt. Oocyt dortstd do plné velikosti, ale meiotické
zrani je stale zastaveno (Mehlmann 2005). Kumularni bunky tésné¢ obklopuji oocyt a
zprostiedkovavaji jeho metabolické procesy. Muralni buniky po vnitinim obvodu folikulu jsou
vice aktivni ve tvorbé steroidnich hormonti nez kumularni bunky, které produkuji kyselinu
hyaluronovou a zaji$t'uji expanzi kumulu (Li at al. 2000).

Antralni tekutina je dulezitym zdrojem regulacnich latek, jako jsou gonadotropiny,
steroidy, ristové faktory, enzymy, proteoglykany a lipoproteiny, pochazejicich z krve nebo
folikularnich bunék. Folikul je v tomto stadiu citlivy ke gonadotropinové stimulaci a po zvyseni
hladiny FSH podstupuje dalsi rist (Driancourt 2001).

Vybér déle rostoucich folikult funguje na principu velikosti. Cim vétsi folikul je, tim
mensi mnozstvi FSH vylu¢ovaného z hypofyzy potiebuje a zaroven produkuje vice estrogenti,
které zpétné snizuji tvorbu FSH a tim zpusobuje atrezii ostatnich folikuli (Zeleznik 2004).
V dozravajicim folikulu je primarné syntetizovanym estrogenem estradiol (Liu et al. 2017).
Sekrece estradiolu dominantnim folikulem spousti nartst LH a néasledné ovulaci (Boron &
Boulpaep 2016).

Preovula¢ni, anebo Graaftv folikul, je nejvéEtsi a sklada se z ptiblizné 2-3 vrstev vnitinich
kumularnich granuldéznich bun¢k a dale z 5-10 okolnich vrstev muralnich granuléznich bunék.
Obsahuje cumulus oophorus, vejconosny hrbolek tvoieny granuloznimi bufikami. Tento folikul



je pripraven k ovulaci oocytu a prominuje nad povrch vajecniku. Gap junctions spojuji vS§echny
granuldézni buniky ve funkéni syncytium, stejné jako builkky kumuldrni s oocytem. Bunky
kumulu komunikuji s oocytem ptes extracelularni vrstvu zona pellucida (Jaffe & Egbert 2017).

Praseci folikuly se béhem svého ristu a zrani zvétSuji piiblizné trojnasobné a v dobé
ovulace dosahuji velikosti okolo 2 — 5 mm (Motlik et al. 1984). Oocyty prasnic v Graafovych
folikulech maji primér asi 120 um v dob¢ ovulace a zona pellucida dosahuje tloustky pfiblizné
8,6 um. Mitochondrii je v oocytu ptiblizn€ 200 000. Tésné pod vitelinni membranou se nachazi
mnozstvi kortikalnich granul o priméru 0,2 um. Kortikalni granula jsou malé organely, jejichz
obsah se po penetraci spermie vylije do perivitelinniho prostoru a dojde kjevu ,,zona
hardening®. Ten je popsan jako zména slozeni ZP, ktera nasledné tvrdne a stava se odolnéjsi
vici proteolytickému Stépeni (Coy et al. 2008; Anderson 2009).

Schopnost oocytu obnovit meiotické zrani a Gspé$né ho dokondit je oznaovana jako
meioticka kompetence. PIn¢ dorostlé praseci oocyty s prumérem 120 pum jsou meioticky
kompetentni a jsou schopné dozrat do stddia druhé metatize. Oocyty s primérem 110 pm
mohou dosahnout pii kultivaci v in vitro podminkach stadia prvni meiotické metafaze, jsou
tudiz oznaCovany jako Caste¢né meioticky kompetentni. Oocyty mensi nez 100 pm jsou zcela
meioticky nekompetentni a pokud jsou kultivovany v podminkach in vitro, nejsou schopny
vystoupit ze stadia zarode¢ného vacku (Motlik & Kubelka 1990; Tichovska et al. 2011).

3.1.2.2 Kumularni bunky a expanze kumulu

Kumularni bunky obklopuji oocyt a spolecné s nim tvoii kumulo-oocytarni komplex
(COCs) (Nevoral et al. 2015). Komunikace mezi oocytem a kumularnimi bunkami je zakladnim
predpokladem pro meiotické zrani. Kromé toho podporuji Sirokou skalu procest ve zrajicim
oocytu, jako napiiklad preménu latek ¢i preskupeni cytoskeletu (Coticchio et al. 2015).
Kumularni buiiky v nejbliz§im kontaktu se zona pellucida se oznacuji jako corona radiata a
jsou paprscité usporadany. Corona radiata se spole¢né s ostatnimi butikami kumulu podili na
vyzivé a zprostiedkovani signalli nutnych pro meiotické zrani. Z vrstvy corona radiata
vystupuji dlouhé vybézky pies zona pellucida az do povrchu oocytu. Ty zprostiedkovavaji
inhibi¢ni faktory z kumularnich bunék zabranujici oocytu vystoupit z prvniho meiotického
bloku. Vlivem LH se mezibunééné spoje prerusi, intercelularni prostory jsou vyplnény
kyselinou hyaluronovou a inhibiéni vliv zanika, ¢imz mize dojit k obnoveni cyklu (Mattioli &
Barboni 2000).

Béhem meiotického zrani oocytu dochazi k expanzi kumulu, béhem niz kumuléarni bunky
méni svoji morfologii a metabolickou aktivitu. Expandovany kumul pfi ovulaci napoméha
uvolnéni COCs ze stény folikulu a jeho vylouceni do nalevky vejcovodu, ucastni se také
fertilizace a vyvoje ¢asného embrya. Bylo prokazano, Ze u prasat mira expanze koreluje s mirou
meiotické zralosti oocytu (Yokoo et al. 2010). Proces je doprovazen rozsahlym pieskupenim
cytoskeletu kumularnich bunék a syntézou velkého mnozZstvi extracelularni matrix slozené
z proteoglykanti, které jsou tvofeny membranovymi proteiny bunék kumulu a
glykosaminoglykany (GAG) (Nevoral et al. 2014). Nejvyznamngj$im glykosaminoglykanem
je kyselina hyaluronova (hyaluronan), ktera je syntetizovana hyaluronan syntazou 2 (HAS2)
(Blaha et al. 2017). Hyaluronan se vaze na receptor CD44 na povrchu kumularnich bunék a
predpoklada se, Ze aktivace tohoto receptoru u prasat indukuje obnoveni meidzy (Yokoo et al.



2010). K expanzi kumulu dochazi bezprosttedné pied ovulaci jak in vivo, tak i pii kultivaci
COCs v in vitro prostiedi (Nevoral et al. 2014).

Podle Sanchez & Smitze (2012) jsou plné vzrostlé GV oocyty v antralnich folikulech
vyznamnymi regulatory funkce kumularnich bunék. Pied vzestupem hladiny LH oocyty
ovliviuji jejich rist, déleni, a také metabolickou aktivitu jako je piijem aminokyselin, glykolyza
a syntéza cholesterolu. Po nartstu hladiny LH oocyty reguluji expresi genti kumularnich bunék
zodpoveédnych za expanzi kumulu.

3.1.3 Faze meiotického zrani

Proces, ve kterém oocyt dokon¢i prvni redukéni déleni a podstupuje cytoplazmatické
zmény, se nazyva oocytarni zrani a zahrnuje vznik faktor nezbytnych pro dokonceni vyvoje
(Mehlmann 2005). Kumularni buiiky zde hraji dileZitou roli v podpoife a regulaci oocytu
(Coticchio et al. 2015). Po skonceni ristové faze oocytu jiz neprobiha témét zadna transkripce
a oocyt vyuziva jen vytvotrenych a uskladnénych transkriptti (Moor & Dai 2001).

Obnoveni meidzy je zahdjeno v reakci na nariist hladiny luteiniza¢niho hormonu (LH)
vyluc¢ovaného z hypofyzy béhem estralniho cyklu kratce pied ovulaci (Mehlmann 2005). Pouze
plné dorostlé oocyty jsou schopné reagovat na stimul LH (Manandhar et al. 2005). Receptory
pro LH jsou lokalizovany ve vrstvé muralnich granuléznich bunék, v kumularnich bunkach se
nachazi jen malé mnozstvi a v oocytu se nevyskytuji. Mechanismus stimulace zrani je tedy
nepiimy (Peng et al. 1991; Eppig et al. 1997). Spoustééem ovulace je rovnéz LH; zptsobuje
prasknuti folikulu a uvolnéni oocytu do vejcovodu, aby mohlo dojit k oplozeni (Jaffe & Egbert
2017). Oocyt opousti vaje¢nik spolu se zona pellucida a corona radiata.

Pod vlivem LH plné vzrostly oocyt ve fazi GV vystoupi z meiotického bloku a projde
metafazi 1, anafazi I a telofazi I (Kaser et al. 2019). Podle Pan & Li (2019) je obnoveni
meiotick€ého zrani charakterizovano rozpadem jaderné membrany oocytu, pro ktery existuje
pojem GVBD (Germinal Vesicle Breakdown). Dochéazi ke zmizeni jadérka a chromozomy
kondenzuji (Edwards & Gates 1959; Trounson et al. 2001).

Oocyty prasete dokonc¢i prvni meiotické déleni asi 36-40 hodin po vzestupu hladin
gonadotropinti (Hunter 2000). B€hem ného je jedna sada chromozomu segregovana do malé
bunky zvané polové télisko. Toto déleni zredukuje diploidni pocet chromozomi v oocytu
z diploidniho (2n) na haploidni (n) pocet (Jaffe & Egbert 2017). Vysledkem jsou tedy dvé bunky
s haploidnim poctem chromozomtl, pficemz kazdy chromozom je slozen ze dvou chromatid.
Poloveé télisko se nachazi v bezprostfedni blizkosti oocytu, mezi bunéénou membranou a zona
pellucida (Szmelskyj et al. 2014).

Vstupem do profaze II je zahajena druha meidza, pied kterou jiz neprobiha replikace
DNA (S-faze). Oocyt poté piechazi do metafaze I, zbyvajici chromozomy se shromazd’uji na
druhé meiotické vieténko, ale zde se meidza opét zastavi. V tomto stadiu je oocyt ovulovan
z vajecniku a vstupuje do vejcovodu, pfipraven k oplozeni. Setrvadva v metafdzi II, dokud
oplozeni spermii neposkytne stimul pro dokonceni meidzy a zahajeni embryonalniho vyvoje
(Van den Hurk & Zhao 2005; Jaffe & Egbert 2017).

Po fertilizaci dojde k obnoveni druhého meiotického d€leni a nastava anafaze II, kdy se
odd€luji sesterské chromatidy a nasledné v telofazi Il putuji samostatné k opaénym poélim
bunky. Po dokonceni druhé meidzy vznika druhé polové télisko, zaroven mize prvni polové



télisko prochazet mitézou a rozdé€lit se na dveé. Poté vSechny tfi polocyty zanikaji a jsou
resorbovany (Lasman et al. 2020). Z ptivodni jedné bunky mateiské vznikaji Ctyfi nestejné
haploidni buniky dcefinné a v oocytu zistane jedna kopie kazdého genu.

Pii cytoplasmatickém zrani vznikaji podminky k blokovani polyspermie, dekondenzaci
penetrované spermie a formaci prvojadra tésné¢ po oplozeni. Pieskupuji se organely,
mitochondrie se pfesouvaji na okraj oocytu a kortikalni granula se shlukuji podél oolemy (Van
den Hurk & Zhao 2005). Cytoplazmatické zrani je zahajeno poté, co se oocyt stane meioticky
kompetentnim. Zahrnuje hromadéni velkého mnozstvi molekul, jejich modifikaci a tvorbu
lipidd a glykogenu. S cytoplazmatickou zralosti souvisi vyvojova kompetence, kterda se
vztahuje na schopnost oocytu byt oplozen a vyvinout se ve zdravé embryo schopné dokoncit
svij vyvoj (Sanchez & Smitz 2012).

3.1.4 Faktory zapojené do regulace oogeneze

Meioza je tfizena mnozstvim regulacnich faktorti, jimiZ je bud’ inhibovana ¢i naopak
spousténa. Zasadni roli hraje kaskéada fosforylaci a defosforylaci regulovana protein kindzami
a fosfatazami. Kone¢nym disledkem vzestupu hladiny LH pted ovulaci je predevSim snizeni
hladiny cCAMP a vystoupeni z meiotického bloku (Fan et al. 2002).

Cyklické nukleotidy

Za klicovy faktor pusobici v meiotickém bloku je povazovan cAMP. Ve spolupraci
S druhym bunéénym poslem cGMP ovlivituje zastaveni ¢i spusténi meidzy (Pan & Li 2019).

Cyklicky adenosin-3¢,5‘-monofosfat (cAMP) zabrainiuje oocytu piredCasné obnovit
meiodzu a tim ho udrzuje v profézi |. Je produkovan granul6znimi butikami a transportovan pies
gap junctions do oocytu (Mehlmann 2005; Hinckley et al. 2005), ale je tvofen i v oocytu
samotném (Mehlmann et al. 2002; Jaffe & Egbert 2017). cAMP vznik4 z ATP ¢innosti enzymu
adenylat cyklazy (AC). Oocyt je schopny tvofit cAMP pies G-spiazeny receptor v oolemé,
ktery stimuluje G-protein (Gs) a nasledné adenylat cyklazu (Mehlmann 2005).

Vysoké hladiny cAMP v oocytu udrzuji cyklin-dependentni kinazu (CDK1) neaktivni
pomoci signalizace PKA (Adhikari & Liu 2014). cAMP aktivuje cAMP-dependentni
proteinkindzu A (PKA), kterd m4 inhibi¢ni vliv na meiotické zrani (Lazar et al. 2002). PKA je
sloZzend ze dvou podjednotek, a to katalytické a regulacni (Wassarman 1988; Fan 2002). Pokud
dojde k vazbé cAMP na regulacni podjednotku, je uvolnéna podjednotka katalyticka a ta
nasledné¢ spousti fosforylaci proteini, které nemohou aktivovat CDK 1. Tim se meidza zastavi
v prvni profazi (Wassarman, 1988; Sasseville et al. 2006). V izolovanych oocytech miize byt
obnoveni mei6zy potlaceno ptidanim membrany prostupujiciho cAMP odolném viic¢i hydrolyze
nebo inhibitoru cAMP fosfodiesterazy (Jaffe & Egbert 2017).

Pted obnovenim meidzy klesne hladina cAMP, ktery nasledn€ nemuze spustit aktivaci
PKA a je tedy umoznéno CDKI1 a cyklinu B (popsano nize), aby obnovili bunéény cyklus
(Lazar et al. 2002). cAMP je degradovan enzymem cAMP-fosfodiestazou (PDE) na AMP
(Bornslaeger et al. 1986). U prasecich oocyttl je nejvyznamnéjsi fosfodiesterazou PDE3A, ktera
ucinné stimuluje obnoveni meidzy do 3 hodin pfed GVBD a ptechodné ovliviiuje meiotickou
progresi (Sasseville et al. 2006).



Folikularni bunky hraji klicovou roli pfi udrzovani hladiny cAMP v oocytu béhem
meiotického bloku produkei cyklického guanosin monofosfatu (cGMP), ktery je transportovan
do oocytil pomoci gap junctions a inhibuje hydrolyzu cAMP.

VIna LH nici gap junctions ve folikulu, to zabranuje vstupu cGMP do oocytu a vede k
degradaci cAMP (Adhikari & Liu 2014). cGMP je schopny navySovat hladinu cAMP inhibici
cAMP fosfodiesterazy (Bornslacger et al. 1984). Je produkovan v granuléznich bunkéch
guanylat cykldzou B, ktera katalyzuje pfeménu GTP na cGMP (Zhang et al. 2010). Vyjmuti
oocytu z folikulu sniZilo hladinu cGMP (Té6rnell et al. 1990), to odpovida hypotézam, ze cGMP
pochazejici z granul6znich bun¢k se dostava pies gap junctions do oocytu, kde inhibuje cAMP
hydrolyzu a udrzuje meioticky blok (Tornell et al. 1990; Tornell et al. 1991). PDE3A je tedy
kompetitivn¢ inhibovanad cGMP (Bender & Beavo 2006; Vaccari et al. 2009).

Dalsim zpuisobem snizeni hladiny cAMP je snizeni produkce cGMP. To je zpisobeno
defosforylaci a inaktivaci NPR2 guanylat cyklazy. Hydrolyza cGMP je zvySena aktivaci PDES
fosfodiesterazy. Pokles cGMP v granuldznich buiikdch mé za nésledek jeho difuizi z oocytu,
coz zahaji obnoveni meidzy. Doplilujicim mechanismem je pomalejsi parakrinni signalizace
extracelularnimi peptidy (natriuretické peptidy typu C a ligandy receptoru EGF) udrzujici
nizkou hladinu cGMP v oocytu (Jaffe & Egbert 2017).

Metafazi podporujici faktor (MPF)

Metafazi podporujici faktor (MPF) je serin/threonin protein kinaza, ktera funguje jako
spousté¢ bunééné mitdézy a meidzy (Dupré et al. 2013). MPF je heterodimer slozeny z
katalytické podjednotky CDK1 (p34cdc2) a regulaéni podjednotky cyklinu B (Hunt & Nasmyth
1997), soucasti komplexu je také nedavno objevena Greatwall kinaza (Li et al. 2013).

Spojenim katalytické a regulaéni podjednotky vznika neaktivni komplex nazyvany pre-
MPF, ktery se vyskytuje béhem riistové faze oocyti (Maller et al. 1989). V této dob¢ je
podjednotka CDK1 inhibi¢né¢ fosforylovana na threoninu 14 a tyrosinu 15 (Jones 2004).
Threonin 14 je fosforylovan vlivem kinazy Weel a tyrosin 15 je fosforylovan za pomoci kinazy
Myt 1 (Touny & Banerjee 2006). Tim je komplex pre-MPF udrzovan v neaktivnim stavu.
Faktory podilejici se na zajiSténi meiotického bloku v profézi I jsou zndzornény na Obrazku 1.
Béhem féaze ristu dochazi v oocytu ke hromadéni CDK1 a zaroven je pribézné syntetizovan a
degradovan cyklin B. Podminkou pro obnoveni mei6zy a aktivaci MPF je vysoka koncentrace
CDKI1 a syntéza cyklinu B (Chesnel & Eppig 1995; Viveiros et al. 2004; Eppig et al. 2012;
Adhikari & Liu 2014). Aby se vsak komplex Vv reakci na hormonalni signal aktivoval, je
zapotiebi provést defosforylaci CDK1 na threoninu 14 a tyrosinu 15, k niz dochazi pomoci
fosfatazy cdc25. Pro aktivaci CDKL je tedy zapotiebi vysoka aktivita cdc25 a nizka aktivita
Weel/Mytl (Jones 2004). Je také nutné, aby cdc aktiva¢ni kinaza (CAK) fosforylovala CDK1
na threoninu 161 a stabilizovala tak jeho spojeni s cyklinem B (Clarke 1995). Greatwall kinaza
tlumi ucinek fosfataz (nejvyznamnéji protein fosfatazu 2A) snazicich se inhibovat vytvoreny
komplex CDK1-cyklin B (Li et al. 2013; Vigneron et al. 2016).

Cely tento mechanismus je zahajen vytvofenim pocatecniho prahového mnozstvi
aktivovaného MPF. Jakmile je pfitomna ur¢ita hladina, podporuje dalsi defosforylaci ¢i
fosforylaci na vySe uvedenych mistech. Tato pozitivni zpétna vazba zesiluje aktivitu CDK1 a
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ptispiva k pfechodu do metafaze (Dupré et al. 2013). GVBD se objevuje za n¢kolik hodin od
aktivace MPF (Jones 2004).

K poklesu MPF dochazi v pribéhu dal§iho meiotického zrani oocyti, tento pokles je
nezbytny pro piechod z metafaze do anafaze (Mattioli et al. 1991). Snizeni hladiny MPF ma na
svédomi komplex podporujici anafazi (APC). APC ubiquitinyluje cyklin B, aby mohl byt
nasledné oznacen pro provedeni proteolyzy a byt degradovan proteazomem (Jones 2004).
V meioze II je aktivita MPF opét zvysSena a udrzovana aktivitou cytostatického faktoru (CSF),
ktery brani proteolytické degradaci cyklinu B a tim udrzuje MPF v aktivnim stavu (Masui &
Markert 1971; Jones 2005).

Pokles aktivity MPF, ktery je impulzem pro opusténi druhého meiotického bloku (Taieb
et al. 1997), je zpisoben az oplozenim oocytu spermii (Choi et al. 1991; Fulka et al. 1992).
MPF je nezbytnym faktorem k bunéénému zrani, podporuje tvorbu déliciho vieténka a podili
se na kondenzaci a segregaci chromozomu (Li et al. 2013).

Oocyte
GPR3 \‘> "
W
@cH
. i CDC258
o ATP cAM{’. /\
NPR2
R / PKA
(PDE3) \
f\cemp o / WEE1B
0o 0 cGMP l
Cumulus o
granulosa FZR1 CDK1

APC ——{CyclinB1

CDK1 ‘/,

cyclinB1 Nucleus

Obrizek 1 Regulaéni faktory prvniho bloku meiotického zrani. Sipky na konci &ar
znamenaji stimulaéni efekt, ¢ary koncici kolmici znazornuji inhibi¢ni G¢inek (Holt et al. 2013).

Protein kinaza C (PKC)

Dalsi faktor, ktery hraje dilezitou roli v meiotické regulaci savéich oocyti je protein
kinaza C (PKC) ze skupiny serin/threonin kindz. PKC muze byt aktivovdna nejcastéji
diacylglycerolem (DAG) a vapenatymi ionty (Fan et al. 2002), a to signalem ptes G-protein
spfazeny receptor, tyrosin kinazovy receptor nebo nereceptorovou tyrosin kinazu. Pro aktivaci
protein kindzy C je nutné odstranéni pseudosubstratové inhibicni domény z aktivniho mista
(Newton 1997).

Protein kindzy C mizeme rozd¢lit do skupin podle jejich struktury (Nishizuka 1995).
Prvni objevené a nejlépe prozkoumané jsou konvencni PKC (PKC-a, B, Bi, v), jejichz doména
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obsahuje vazebné misto pro Ca?* a které mohou byt aktivované Ca?*, DAG nebo
fosfatidylserinem (PS) (Newton 1995). Tyto PKC se podileji na zprostiedkovani kortikalni
reakce (Fan 2003a). Druha skupina, nové PKC (PKC-9, ¢, n, 0), jsou stavebn¢ podobné
konvenénim, avsak neobsahuji vazebné misto pro Ca?*. Atypické PKC (PKC-(, 1) se lisi svym
slozenim od ptedchozich dvou a nejsou aktivovatelné ani vapnikovymi kationty, ani DAG, ale
fosfatidylserinem (Newton 1995; Mellor & Parker 1998). Posledni popsané jsou protein kinazy
C c¢tvrté skupiny (PKC-p, PKC-v) (Dempsey et al. 2000).

PKC se podili na aktivaci MAPK a obnoveni meidzy v praseCich COCs. Pti cilené
inhibici PKC neni MAPK aktivovdna a oocyt neobnovi svij cyklus (Prochazka & Némcova
2019). V oocytech zbavenych kumularnich bunék, ve kterych byla aktivovana PKC,
nedochédzelo krozpadu zarode¢ného vacku, naopak v oocytech obklopenych vrstvou
kumularnich bun¢k doslo k obnoveni meidzy (Yi et al. 2019).

Aktivita PKC se od pocatku meidzy zvySuje, béhem metafaze I dosahuje nejvyssich
hladin a ke snizeni dochdzi pii pfechodu z metafdze I do anafdze 1. Pti oplozeni plisobi PKC
jako jeden z faktord ovliviiovanych vapenatymi kationty, které spousti exocytdzu kortikalnich
granuli a vznik prvojadra. Je také zahrnuta do regulace MPF (Fan et al. 2003a).

Mitogenem aktivovana protein kinaza (MAPK)

Mitogenem aktivované proteinové kinazy (MAPK; také ERK - extracelularné
regulované kindzy) jsou dllezité¢ enzymy piendsejici extracelularni signal uvniti buiiky, které
se icastni procesu meiotického zrani (Chang & Karin 2001). Radi se mezi serin/threonin protein
kinazy a podileji se na regulaci Siroké $kaly bunéénych procesu jako je proliferace, diferenciace,
vyvoj, bunéény cyklus a apoptdza (Strniskova et al. 2002; Coulombe & Meloche 2007). U
savcl je MAP kinaza slozena ze dvou forem, ERK1 a ERK2, které jsou si navzajem velmi
podobné a sdileji stejné aktivatory i substraty (Yang et al. 2008, Lefloch et al. 2009).

Aktivace MAP kinaz spociva v fadé fosforylac¢nich krokl na tfech trovnich. MAP
kinazy jsou aktivovany dvojitou fosforylaci MAPK kinazami (MAPKK ¢i MEK1) na zbytcich
threoninu a tyrosinu. MAPK kinazy jsou znovu fosforylovany MAPKK kinazami (MAPKKK),
konkrétné proteinem Mos, na zbytcich serinu/threoninu. Tato kaskada zajistuje ptisnou
kontrolu nad pfenaSenymi signaly a jejich specifitou, intenzitou a trvanim. Stimulem pro
aktivaci kaskady jsou ¢asto ristové hormony (Yang et al. 2008).

MAP kinazy dale fosforyluji mnoZstvi proteini, naptiklad transkripéni faktory a MAP
kinazou aktivované protein kinazy (MAPKAPKSs) a jsou defosforylovany MAP kinazovymi
fosfatazami (MKPSs) (Tanoue & Nishida 2003). Jednou z protein kinaz aktivovanou MAP
kinazami je p90Rsk, ktera fosforyluje Mytl a tim pomaha aktivovat MPF (Palmer et al. 1999).
Podle Fan & Sun (2004) je kaskada MAP kinazy hlavnim regulacnim faktorem, ktery funguje
paraleln¢ s MPF pfi fizeni meiotického bunécného cyklu.

Pied GVBD se cast molekul MAP kinaz presouva zcytoplazmy do jadra, kde
zprostiedkovavaji signal k zahajeni zrani. K aktivaci MAP kinazy dochazi béhem GVBD nebo
do nékolika hodin po ném a béhem celého procesu zrani Oocytu zustava vysoce aktivni
(Stojkovic et al. 1999). U prasat byla nalezena zvySena aktivita jiz pred GVBD (Josefsberg et
al. 2003).
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Béhem zrani oocytu se MAPK podili na organizaci mikrotubuld a meiotického vieténka.
Aktivace této kindzy je nezbytna pro udrzeni meiotického bloku v metafazi Il. Az po oplozeni
jeji aktivita klesa, tento pokles piedchazi tvorbé prvojader (Fan & Sun 2004).

Cytostaticky faktor (CSF)

Zatimco jsou oocyty zastaveny ve druhé meiotické metafazi, je jejich stabilita zavisla
na cytostatickém faktoru (CSF) (Masui & Markert 1971; Schmidt et al. 2006). V této fazi je
aktivita CSF a jim udrzovaného MPF vysoka (Kubiak et al. 1993). Pomoci CSF zistava
inhibovan APC, jeden ze zakladnich regulatorti bunééného cyklu, ktery jinak degraduje cyklin
B (Murray et al. 1989). CSF se sklada z aktivity tfi proteinti: Mos, MAP kinazy a p90Rsk
(Sagata et al. 1989; Haccard et al. 1993; Bhatt & Ferrell 1999)

Serin/threonin protein kinaza Mos je produktem proto-onkogenu c-Mos a je
syntetizovana béhem oogeneze (Sagata et al. 1989). Protein kinaza Mos aktivuje MAP Kkinazu
(Masopust & Prasa 2003). MAP kinaza fosforyluje protein p90Rsk a ten nasledné spousti
¢innost proteinu Bubl, ktery je s pomoci proteini Madl a Mad2 zodpovédny za potlaceni
aktivity APC (Heytens et al. 2008). Tato signalni draha slouzi k aktivaci MPF (Choi et al. 1996).

Bylo zjisténo, ze proteiny ze skupiny Emi/Erp jsou dulezitymi slozkami CSF. Podileji
se na inhibici APC a po oplozeni jsou degradovany (Schmidt et al. 2006).

Mos-protein je po oplozeni degradovan a snizuje se aktivita cytostatického faktoru,
ktery se ztraci z cytoplazmy a cytosolu oocytu, ¢imz se dokon¢i meiotické déleni (Shibuya &
Masui 1988; Masopust & Prusa 2003). CSF také potlacuje aktivitu mikrotubularnich proteint
a ochraniuje délici vieténko pred poskozenim (Tilston 2009).

Vapnik (Ca?*)

Vapenaté kationty jsou dalezitym druhym intracelularnim poslem. Signalizace vapniku
reguluje rizné fyziologické procesy, jako je rust bungk, svalova kontrakce, sekrece hormont,
neuronové vzruchy a jiné (Allbritton & Meyer 1993). Koncentrace Ca?* uvniti buiiky je asi
20 000krat niZsi nez v extracelularnim prostoru. ProtoZe vapnik nemiliZze byt metabolizovan
jako jini sekundarni poslové a jeho dlouhodobé¢ vysoké hladiny v cytosolu vedou k bunééné
smrti, je udrzovan na nizkych hladinach prostiednictvim mnoha vazebnych proteini, z nichz
nejdulezitéjsi je kalmodulin (Clapham 1995). Kalmodulin pfi navazani vapenatych iontii méni
svou konformaci a je schopny meénit aktivitu jinych proteinli, zZ nichZ vyznamnymi jsou
kalmodulin dependentni kinazy (CaMK) fosforylujici proteiny (Alberts 2002). Podle Fan et al.
(2003b) v oocytu hraje vyznamnou roli CaMKII, ktera se podili na degradaci cyklinu B. Pti
experimentalni inhibici CaMKII nedochazelo k degradaci cyklinu B.

K uskladnéni vapenatych iontl v butice slouzi organely jako endoplazmatické retikulum
a mitochondrie, déale je obsazen v karyoplazmé, vakuolach a na povrchu lipidovych granul
(Clapham 1995; Petr et al. 2001). ER aktivné uklada Ca?* do svého vnitiniho prostoru pomoci
SERCA pump ve své membrané s vyzitim ATP, kde je nasledné vazan s vazebnymi proteiny
(Clapham 1995).

Ptedovula¢ni vina LH spousti nartst hladiny vapniku v oocytu, a to signalni drahou
pocinajici aktivaci fosfolipdzy C (PLC), ktera S§tépi membranovy inositolovy fosfolipid
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nachazejici se ve vnitini vrstvé fosfolipidové membrany (Homa et al. 1993; Alberts 2002).
Odstépenim hlavicky fosfolipidu vznika inositol-1,4,5-trifosfat (IP3), pti¢emz lipidovy konec
diacylglycerol (DAG) zustava pritomny v membrané (Alberts 2002). IP3 jako druhy posel
prostupuje cytosolem a vaze se na IP3 receptory na endoplazmatickém retikulu. Tim je spusténo
otevfeni vapnikovych kanali a nasledny nartist Ca®* iont v cytosolu buiiky (Homa et al. 1993;
Clapham 1995). DAG v membrané se vaze s Ca®* ionty a fosfatidylserinem, nasledné se na
tento na komplex navaze PKC a dojde k jeji aktivaci (Wilson et al. 2015).

Druhy zplsob uvoliujici vapenaté ionty zER do cytosolu je pifes ryanodinové
receptory, které se uplatiuji zejména ve svalovych buitkdch a neuronech. Ryanodinové
receptory rozpoznavaji vapnik v cytosolu, ¢imz vytvaii mechanismus pozitivni zpétné vazby —
malé mnozstvi vapniku pobliz receptoru zpusobi, ze uvolni jesté vice vapniku (Santulli &
Marks 2015).

Dle Machaty et al. (1997) prase¢i oocyty maji jak receptory IP3, tak ryanodinové
receptory a béhem vyvoje oocytu se jejich dynamika méni. Uvolnéni vapenatych iontli béhem
oplozeni spousti endogenni signal pro degradaci cyklinu B a nasledn¢ inaktivaci MPF a CSF v
oocytech zastavenych v metafizi II. Ca?* je nezbytny k dokondeni meidzy a zahajeni
embryonalniho vyvoje (Lorca et al. 1993; Jones 2004).

Gasotransmitery

Gasotransmiter je oznafeni pro malou plynnou molekulu zapojenou do signalniho
procesu. Mezi gasotransmitery patii oxid dusnaty (NO), sirovodik (H,S) a oxid uhelnaty (CO).
Uplatnuji se pfi regulaci bunéénych procesii v kardiovaskularnim, nervovém, imunitnim a
urogenitalnim systému (Otasevic & Korac 2016). Gasotransmitery jsou tvofeny v bufice na
zakladé jejich potieby a jsou volné prostupné pies plazmatickou membranu (Liu et al. 2020).
V buiice pasobi jako druhy bunéény posel, vzajemné spolupracuji a jsou ve vtetfinach
odbouravany (Pae et al. 2009). Pokud koncentrace téchto tii plyna vystoupa nad urcitou troven,
nastava toxicky efekt zalozeny na inhibici bunééného dychani (Abou-Hamdan et al. 2015).

e Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je v bunkach syntetizovan za pfitomnosti O, pfeménou L-argininu
na L-citrulin specifickym enzymem NO syntazou (NOS). K probéhnuti reakce je taktéz nutny
NADPH. V nepfitomnosti O, mizZe NO vznikat pomoci reduktaz, jako jsou hemové globiny,
enzymy obsahujici molybden a rtizné slozky mitochondridlniho elektronového transportniho
fetézce (Daff 2010; Olson et al. 2012; Shiva 2013). Vyskytuje se ve tfech izoformach — NOS1
(nervova nebo nNOS), NOS2 (indukovatelnd nebo iNOS) a NOS3 (endotelidlni nebo eNOS)
(Daff 2010).

Konstitutivni izoformy (nNOS a eNOS) jsou zdvislé na vapniku a kalmodulinu a
produkuji malé mnoZstvi NO po kratkou dobu. Naopak izoforma iNOS tvoii vétsi mnozstvi NO
po delsi dobu a tato tvorba neni zavisla na vapniku a kalmodulinu. Buniky obvykle obsahuyji
vice nez jednu izoformu NOS (Viana et al. 2007).

V prasecich oocytech a kumularnich buiikach se vSechny NOS izoformy podileji na
ziskani meiotické kompetence (Chmelikova et al. 2009).
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Oxid dusnaty podporuje vazodilataci krevnich cév, uvoliiuje hladké svalstvo a casto je
vyuzivan neurony k signalizaci sousednim bunkam (Alberts 2002). Je také dilezitym
regulatorem reprodukce, v hypotalamu ovliviiuje uvoliiovani gonadotropin releasing hormonu
(GnRH), ktery na trovni hypofyzy aktivuje nNOS a spousti vyplavovani gonadotropini
(Rosselli et al. 1994). Podili se na folikulogenezi, ovulaci a luteolyze (Hattori et al. 2000; EI-
Sherry et al. 2013). Z bunky, ve které vznikl, snadno prostupuje do ostatnich bun¢k v okoli.
Zde vétsinou cili na enzym guanylat cyklazu, ktera reguluje tvorbu cyklickych nukleotidd, ¢imz
se NO podili na meiotickém zrani (Gladwin et al. 2006). Ve vysokych koncentracich vykazuje
NO cytotoxicky efekt a meiotické zrani inhibuje, zatimco v nizkych koncentracich ho
podporuje (Viana et al. 2007).

e Sirovodik

Sirovodik (H2S) je tvofen endogenné z L-cysteinu pomoci enzymu cysthation beta-
syntazy (CBS) a cystathion gama-lyazy (CSE) ¢i 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazou (lanaro
& Cirino 2016). Vsechny tyto tfi enzymy byly nalezeny v prasecich oocytech, stejné jako
vV kumularnich buiikdch (Nevoral et al. 2015). Je zapojen do mnoha fyziologickych a
patologickych procest véetné angiogeneze, vazodilatace a zanétlivé reakce. CBS a CSE byly
identifikovany v myometriu a placenté bfezich samic (You et al. 2017). Podle Nevorala et al.
(2015) se sirovodik ucastni meiotického zrani, kdy pravdépodobné slouzi jako dileZity bunéény
posel. Pii inhibici enzymt podilejicich se na tvorbé H,S v prasec¢ich oocytech doslo ke snizeni
aktivity MPF a MAPK a potlaceni meiotického zrani. Sirovodik ma také svou roli ve zpomaleni
procesu starnuti prase€ich oocytll a pozitivné ovliviiuje embryondlni vyvoj (Krejcova et al.
2015). Podle Gelaude et al. (2020) u oocytli obojzivelniki pfispiva signalizace H.S ke
spravnému na¢asovani obnoveni meidzy. Nartst hladin LH pted ovulaci také pravdépodobné
stimuluje tvorbu H,S, ktery se nasledné podili na prabéhu ovulace (Estienne et al. 2019).
Naopak podle Yang et al. (2018) expozice H,S v in vitro podminkach ma negativni vliv na
meiotické zrani prasecich oocyti, disledkem mulZe byt naruSeni aktinu, tvorba reaktivnich
forem kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species) a apoptoza.

e Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty (CO) vznika rozpadem hemu za pomoci enzymu hem oxygenazy
(Otasevic & Korac 2016). St&penim hemu se uvoliiuje CO, Zeleznaty iont a biliverdin, ktery
dava nasledné vzniknout bilirubinu (Tenhunen et al. 1968). Stejn¢ jako piedchozi plynné
molekuly plisobi vazodilataéné a uplatiuje se v imunitni reakci (Otterbein et al. 2000). CO
pravdépodobné stimuluje produkci steroidnich hormonli ve vajecnicich (Alexandreanu &
Lawson 2003). Podle Némecka et al. (2017) ptispiva CO k udrZeni Zivotaschopnosti béhem in
vitro starnuti prasecich oocytu, a to prostfednictvim regulace apoptozy.
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3.2 Apoptoza a proteiny Bcl-2 rodiny

3.2.1 Apoptoza

Apoptoza neboli programovana bunééna smrt je fyziologickym procesem autodestrukce
bunky a uplatiuje se jak v fadé procestt embryonalniho vyvoje, tak v dospélych tkanich, kde
pusobi jako vyznamny mechanismus homeostazy. Pokud je burika pro organismus nepotiebna
¢i Skodliva (napt. pii infekci nebo poskozeni DNA), zahdji svou smrt projevujici se
smr§tovanim, kondenzaci chromatinu, fragmentaci jadra a poruSenim cytoplazmatické
membrany. Buiika se rozpada na malé fragmenty obklopené membranou — apoptoticka téliska,
ktera jsou fagocytovana bez vyvolani zanétlivé reakce (Reed 2000).

Oproti tomu nekréza je vyvolana fyzikalnim nebo chemickym poskozenim bungk,
dochazi k otoku buiiky a je narusena integrita cytoplazmatické membrany. Obsah bunky se
vyléva do okoli, to vyvold zanétlivou reakci a naslednou fetézovou reakci nekrozu ostatnich
bunék (Gogvadze et al. 2009).

Apoptodza je cilenym procesem, ve kterém je builka aktivnim ucastnikem své smrti a
vynaklada na ni svou energii, navic nedochazi k poskozeni okolnich bun&tnych tkani.
V prenatalnim vyvoji je zodpovédna za spravny vyvoj tkani, napiiklad odstranénim
nadpocetnych bunék pii tvorbé prsti nebo télnich dutin. Postnataln€ zajistuje piirozeny
buné¢ny obrat v organismu a je prevenci proti $iteni poskozenych nebo nebezpecnych bunék
(Jin & El-Deiry 2005; Kumar et al. 2005). Udastni se téz zaniku bundk endometria pfi
menstruaénim cyklu Zeny a atrofie mlécné zlazy po prechodu (Vaskivuo et al. 2000).
V apoptotickém procesu se uplatiiuji zejména cysteinové proteazy, tzv. kaspazy (Cysteine
ASPartate ProteASES) Stépici substratové proteiny na specifickém zbytku aspartatu. Cile
kaspdz zahrnuji stovky Zivotné dileZitych bunéénych proteinli, jako jsou cytoskeletalni
proteiny, kinazy a transkrip¢ni faktory. Po jejich aktivaci je jiz proces nezvratny (Fischer et al.
2002; Liithi & Martin 2007).

Apoptdza je proces fizeny mnoha geny a do jeji regulace je zahrnuto spoustu molekul
s riznymi funkcemi, v rdmci této prace jsou zminény jen vybrané. Je zahdjena dvéma hlavnimi
zpisoby, které vedou k aktivaci kaspaz: vnéjsi cestou stimulaci receptori na cytoplazmatické
membrané nebo vnitini cestou, kde se uplatituji mitochondrie a protein p53. Schéma téchto
dvou apoptotickych drah je zndzornéno na Obrazku 2. Vnégjsi signalni draha je aktivovana
navazanim ligandu na ,,receptor smrti*“ (Death Receptor) v cytoplazmatické membrané. Dojde
k aktivaci cytoplazmatickych domén reagujicich s adaptorovymi proteiny, nacez agreguji
proteiny prokaspaz a vznikd komplex DISC (Death Inducing Signalling Complex). Prokaspézy
tohoto komplexu jsou aktivovany dimerizaci a jako kaspazové heterotetramery jsou uvolnény
do cytoplazmy (Boatright & Salvesen 2003; Jin & El-Deiry 2005). Vnitini signalni draha mtize
byt vyvolana podnéty jako je poskozeni DNA (napftiklad radiaci), omezeni rtistovych faktort,
hormont a cytokind nebo pisobeni toxind, vird a volnych radikala (Lawen 2003). V reakci na
poskozeni DNA ptfichazi na fadu molekula p53, transkripcni faktor schopny iniciovat apoptozu.
Za nejvyznamnéjSi udalost vnitini signalni drdhy se povaZzuje permeabilizace vnéjsi
mitochondrialni membrany a nasledné vyliti cytochromu c, ktery ptsobi jako aktivator kaspaz
(Boatright & Salvesen 2003; EImore 2007; Wan et al. 2019). Aktivace kaspaz je bodem, kde se
vnitini a vn&j$i drahy propojuji a apoptdza je od této chvile navozena stejnym zplsobem.
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Proteiny schopné regulovat propustnost mitochondridlni membrany pro cytochrom c se
nazyvaji proteiny Bcl-2 rodiny a jsou zasadni pro cely proces vnitini apoptotické drahy (Cai et
al. 1998).
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Obrazek 2 Schéma vnéjsi a vnitini drahy apoptozy (McArthur & Kile 2018).

Apoptoza je prirozenou soucasti zaniku oocytli ve vaje¢niku v pritbéhu zivota samice,
jakoz i zaniku ovulovanych oocytd ve stadiu druhé metafaze, poté co ve vejcovodu nedojde
k oplozeni. Doba, kdy je oocyt schopny fertilizace je ¢asové omezena a béhem ni probihaji
funkéni zmény oznaCované jako starnuti oocytu, kdy klesa Sance na oplozeni. Dochazi
naptiklad k poklesu MPF, MAPK a CSF a zvySuje se hladina vapniku. V in vitro podminkach
Ize navodit starnuti oocytti metodou prodlouzené kultivace (Nevoral 2018). Na apoptdze oocytt
se podileji jak vnitini, tak vn&jsi drahy. V oocytu a okolnich somatickych burikach folikulu je
exprimovano spektrum pro-apoptotickych a anti-apoptotickych gend, jejichz exprese muze byt
ovlivilovana riiznymi vlivy. Pravé geny Bcl-2 rodiny jsou pro regulaci apoptoézy v oocytu
v ruznych fazich meiotického cyklu klicové (Tilly et al. 1997).

Jednim z hlavnich faktori indukujicich apoptézu oocytl u savct je oxidacni stres, jehoZ
zvySend hladina miiZze ovliviilovat pomér pro-apoptotickych a anti-apoptotickych faktord a tim
propustnost mitochondrialni membrany (Yadav et al. 2018). Jako vedlejsi produkt okyslicovani
a latkové vymény vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS), dochazi k jejich akumulaci a
nasledné v mnozstvi piesahujicim fyziologické hodnoty navozuji oxidac¢ni stres, ktery mtze byt
zakonc¢en apoptotickym procesem. Oxidac¢ni stres spousti jak apoptozu zprostfedkovanou pres
receptory bunécné smrti, tak mitochondrialni cestou (Tiwari et al. 2017). U vétSiny zanikajicich
zarodecnych bun¢k ve vajecniku je v§ak uplathovana mitochondrialni draha. Oxidacni stres je
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jednim z hlavnich faktort, ktery ma piimy negativni dopad na kvalitu oocytil a snizuje Sanci na
oplozeni. Antioxidanty na druhé stran¢ snizuji hladinu ROS a chrani pied apoptdzou
zarodecnych bun¢k zprostfedkovanou oxidacnim stresem (Prasad et al. 2016).

Za faktory podilejici se na zahajeni apoptozy se také povazuji naptiklad nizké hladiny
cAMP a cGMP a zvySené mnozstvi vapniku, vyCerpani Zivin a proteintl, pfedasné odstranéni
kumularnich bun¢k a snizena schopnost dosazeni meiotické kompetence oocytu (Tiwari et al.
2015) (viz Obrazek 3).

Apoptotic
Premature factors ]
disruption of gap BH.;-GII[}
junctions / prateins

Signal
molecules

Proapoptotic
factors

MPF
destabilization

Meiotic
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Obrazek 3 Faktory regulujici apoptozu v oocytu (Tiwari et al. 2015).

3.2.2 Proteiny Bcl-2 rodiny

Proteiny Bcl-2 rodiny byly poprvé popsany v B-burnikach maligniho lymfomu a jsou
kli¢ovym regulatorem apoptozy (Tsujimoto et al. 1984). Rozdéluji se obvykle do tii skupin. Do
prvni skupiny patii anti-apoptotické proteiny, které podporuji pteziti bunky inhibici faktort
potiebnych pro aktivaci kaspaz rozkladajicich bunéénou strukturu. Dalsi dvé skupiny naopak
apoptdzu navozuji a nazyvaji se proteiny pro-apoptotické. Pisobeni pro-apoptotickych proteinii
muze byt blokovano proteiny anti-apoptotickymi a vzajemny pomér téchto skupin rozhoduje o
dal$im osudu bunky (Cai et al. 1998; Adams & Cory 1998; Adams et al. 2019). VSechny
skupiny maji ve svych proteinech alesponi jednu ze étyt strukturalné konzervovanych BH
domén (Bcl-2 Homolognich Domén):

e Skupina I — anti-apoptotické proteiny: obsahuji vSechny ¢tyti domény BH. Zastupci této
skupiny jsou proteiny Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w, A1/Bfl-1 a Bcl-B/Bcl2L10.

e Skupina Il — pro-apoptotické proteiny: obsahuji bud BH1, BH2 a BH3. Zastupci
skupiny jsou proteiny Bax, Bak a Bok/Mtd.
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e Skupina Il — pro-apoptotické proteiny (,,BH3-only*): obsahuji samotnou BH3 doménu.
Zastupci jsou proteiny Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk a Bik (Sattler et al. 1997,
Thomas et al. 2013).

Anti-apoptotické proteiny maji schopnost zabranit smrti buniky vyvazanim ¢i neutralizaci
pro-apoptotickych proteind. V jejich struktufe se nachazi hydrofobni ,kapsi¢ka™ tvofena
doménami BH1, BH2 a BH3, ktera vaze doménu BH3 pro-apoptotickych proteint, a tak
dochazi k jejich nasledné inaktivaci (Schuetz et al. 2012; Thomas et al. 2013). Navazany zde
mohou byt jak proteiny skupiny Il, tak proteiny skupiny Il (Kale et al. 2018). Doména BH4
stabilizuje ostatni hydrofobni Casti tim, ze je pfekryvd a umoziuje dalsi anti-apoptotické
pusobeni proteinu. Jednim ze zplGsobli inaktivace proteinii branicich v apoptoze je
posttransla¢ni odstranéni koncové BH4 domény zptsobené kaspazou, ¢imz se protein meéni na
pro-apoptoticky (Danial 2007).

Proteiny skupiny Il jsou zodpovédné za permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni membrany
tvorbou por. Jejich struktura téz obsahuje vazebnou kapsic¢ku uplatiujici se jako receptor BH3
domén ostatnich ¢lent rodiny (Kale et al. 2018).

I11. skupina BH3-only proteinti komunikuje s multidoménovymi ¢leny Bel-2 rodiny a tvofi
a prenasi apoptotické signaly. Funguji jako nezbytni primarni spousté¢i apoptdzy. Navazani
téchto molekul na proteiny skupiny | v disledku zabrani vazb¢ anti-apoptotickych proteint na
pro-apoptotické proteiny skupiny II formujici mitochondrialni péry, ¢imz je oteviena cesta
k zaniku bunky (Kale et al. 2018). Zaroven stimuluji aktivitu multidoménovych pro-
apoptotickych proteind skupiny II (Danial 2007).

Pii ptevaze exprese pro-apoptotickych proteini dochazi k jejich oligomerizaci a
naslednému zabudovéani do vnéj$i mitochondridlni membrany, kde plisobi na jeji celistvost
tvorbou port (Green & Evan 2002). Naopak ptevaha anti-apoptotickych proteini tvorbé pora
zabraniuje (Orrenius et al. 2007). Po vzniku poérovité struktury dojde k permeabilizaci
membrany a nasledné difuzi rozpustnych proteini (zejména cytochromu c) z mitochondrialniho
mezimembranového prostoru do cytosolu. Cytochrom ¢ se vaze na apoptoticky proteazovy
aktivac¢ni faktor-1 (APAF-1) a vznika kaspazovy aktiva¢ni komplex nazyvany apoptozom.
Navazuje se na prokaspazu-9 a aktivuje ji oligomerizaci. Aktivovana kaspaza-9 poté aktivuje
vykonnou kaspazu-3 a kaspazu-7, které jiz $tépi bunétné substraty, aby vyvolaly apoptézu
(Riedl & Salvesen 2007). Permeabilizace vnéj$i mitochondrialni membrany se objevuje v rizné
dlouhych prodlevach po navozeni pro-apoptotického stresu a podle studii je tato prodleva
zavisla na koncentracich riznych bunéénych proteinti (Spencer et al. 2009). Aktivace kaspaz a
apoptoza se po permeabilizaci membrany vyskytuje ¢asto do nékolika minut (Chipuk et al.
2010).

3.2.2.1 Bcl-2

Anti-apoptoticky protein Bcl-2 o velikosti 26 kDa je lokalizovan v mitochondrialnich
membranach, ER a perinuklearni membrané. Navazuje pro-apoptotické proteiny a inhibuje
jejich funkci, ¢imz se podili na udrzovani homeostazy a vyvazeni rovnovahy apoptotickych
skupin proteinti v bunice. Mysi s knockoutovanym genem pro Bcl-2 vykazovaly apoptozu
lymfocytt, ledvinovych bunék a melanocytu (Jin & El-Deiry 2005; Hardwick & Soane 2013).
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Sklada se z osmi a-helixti — dvou centralnich, pfevazné hydrofobnich, které jsou obklopeny
sedmi amfipatickymi a-helixy. Stejné jako ostatni proteiny skupiny I tvofi na svém povrchu
hydrofobni kapsu.

Zastupci anti-apoptotickych proteinti se 1isi primarni sekvenci proteind, ktera mize
naptiklad ovliviiovat vlastnosti vazebné kapsy. Jednim z dusledkii pozménéné sekvence je také
zména elektrostatického charakteru. Vazba pro-apoptotickych proteint na Bcl-2 je tak oproti
vazbé na Bcl-xL asi desetkrat slabsi (Petros et al. 2004).

Bcl-2 se vyskytuje ve dvou izoformach, a to Bcl-2a a Bcel-2, které maji podobnou
strukturu. Pravdépodobné se vsak lisi v anti-apoptotické aktivité a ve schopnosti vazat pro-
apoptotické proteiny (Petros et al. 2001; Warren et al. 2019). Exprese proteinu Bcl-2 byla hojné
pozorovana v bunécnych populacich s dlouhou zivotnosti nebo prolifera¢ni schopnosti, jako
jsou bunky dukti exokrinnich zlaz, bazalni keratinocyty, buiky tra¢niku a neurony. Vyskytuje
se také v cyklicky obnovujicich se tkanich (endometrium) a plni vyznamnou funkci ve vyvoji,
zrani a diferenciaci bunék (Lu et al. 1993).

Cilena exprese genu Bcl-2 v oocytech transgennich mysi podporovala rezistenci proti
pfirozené i chemoterapii navozené apoptdze. Spontanni apoptdza oocyti vyskytujici se in vitro
muze byt vyrazné oddalena cilenou expresi Bcl-2 (Morita et al. 1999).

3.2.2.2 Bax

Pro-apoptoticky protein Bax (Bcl-2 Associated X protein) je tvofen z deviti a-helixd,
z ¢ehoz dva centralni jsou hydrofobni a sedm obklopujicich je amfipatickych s hydrofilni ¢asti
vystavenou na povrch (Petros et al. 2004; Liu et al. 2016). Ve své plné velikosti ma 21 kDa,
sklada se z 192 aminokyselin a vyskytuje se v n€kolika izoformach (Hafercamp et al. 2012;
Park et al. 2017). Tento tumorovy supresor byl poprvé identifikovan jako heterodimer s Bcl-2
v roce 1993. Pfitomnost Bax byla u mysi prokazana také v apoptotickych radiosenzitivnich
tkanich, které byly vystaveny y-zateni (Kitada et al. 1996; Bouvard 2000; Liu et al. 2016).

V inaktivni formé zaujima globularni tvar, pficemz C-konec a-helixu 9 je zanofen do
jéadra proteinu v misté hydrofobni kapsy tvofené BH1, BH2 a BH3 doménami (Danial 2007).
V takovém stavu se vyskytuje v cytoplazmé a zabranuje tim vazb&é na mitochondridlni
membranu. Vazbou a-helixu 9 do kapsy proteinu jsou zakryty vSechny zbylé hydrofobni ¢asti,
coz je dilezité pro zvyseni rozpustnosti proteinu a jeho lokalizaci v cytoplazmé. Cast Bax
proteint se v§ak mize vyskytovat v mitochondriich i bez pro-apoptotického podnétu (Petros et
al. 2004).

Aktivacni BH3-only protein se po spusténi apoptotického stimulu vaze do mist
hydrofobni kapsy a nahrazuje tim o-helix 9, ktery se nasledné miZe zanofit do vnéjsi
mitochondrialni membrany. Kromé¢ C-terminalniho konce se Bax do membrany zanoiuje
castecné jeste helixy 5 a 6 (Kale et al. 2018). Dle Cartron et al. (2003) je transport smérem
k mitochondrii zprostfedkovan N-koncem o-helixu 1. Zde Bax homooligomerizuje
s molekulami jiz pfitomnymi, napiiklad s proteiny Bak a ostatnimi Bax, coz nasledn¢ vede ke
vzniku poru a permeabilizaci membréany. Jestli Bax protein vytvaii pory nové anebo jen
ovlivituje a otevira jiz existujici, neni zcela jasné (Kuwana et al. 2005).

Dochazet muze také ke spontanni aktivaci Bax nasledkem jakéhokoli naruseni
kompaktni globularni struktury, které vede k vystaveni hydrofobniho jadra proteinu. Buiky
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s blokovanymi geny pro BH3-only proteiny, u kterych byl taktéz geneticky ¢i farmakologicky
inhibovan anti-apoptoticky Bcl-2 protein, podstupovaly in vitro apoptézu zpiasobem zavislym
na Bax a Bak proteinech. To naznacuje, ze BH3-only proteiny nejsou pro aktivaci Bax a Bak
nezbytné nutné. Kultivované buriky ¢asto vykazuji abnormalni strukturu a v disledku vysokych
hladin kysliku odolavaji stresovym podminkam, coz ma za nasledek spontanni aktivaci Bax
(Kale et al. 2018).

Schopnost proteinii Bel-2 rodiny vzajemné interagovat v protichtidné regulaci apoptozy
je n¢kdy nazyvana ,,Bcl-2/Bax reostat, kdy pomér Bcl-2 a Bax rozhoduje o zaniku nebo pieziti
bunky (Edlich 2018).

Ve vajeCnicich je Bax pravdépodobné hlavnim proteinem apoptdzy majici vliv na zanik
velkého mnozstvi oocytt 1 granuldéznich bunék (Tilly et al. 1997). Zvysena exprese pro-
apoptotického proteinu Bax pozitivné koreluje s apoptdézou v krysich (Tilly et al. 1995) a
lidskych (Kugu et al. 1998) granuldznich buiikach a v lutedlnich butikach skotu (Rueda et al.
1997) a krélika (Dharmarajan et al. 1999). Navic mysi s cilenym naruSenim genu Bax vykazuji
fadu abnormalit vajec¢niku, jako naptiklad nadbytek primordialnich folikuli vedouci
k vyraznému prodlouzeni Zivotnosti tohoto organu (Perez et al. 1999).

3.3 3D kultivaéni systémy

Proces kultivace je nezbytnou soucasti studia bunééné morfologie, diferenciace, interakce
a bunéénych pochodi. Kultivaci bungk in vitro lze zajistit ve dvou prostredich, které jsou
charakterizované jejich prostorovym uspofadanim. Ve 20. stoleti se zacal k tomuto ucelu
vyuzivat dvourozmérny kultivaéni systém (2D), ktery se uplatiiuje dodnes. Piestoze jsou 2D
kultury kvalitnim systémem pro bunéénou Kultivaci, v posledni dobé nabyva na oblibenosti
trojrozmérny kultivacni systém (3D), ktery 1épe odrazi ptirozené prostredi buiiky. Tento zptisob
bunécné kultivace mimo jiné nachazi své uplatnéni ve vyzkumu 1é¢iv, nddorovych onemocnéni,
kmenovych bun¢k ¢i tkani navrZzenych pro implantaci a poskytuje piesnéjsi odraz chovani
bungk in vivo (Edmondson et al. 2014).

3.3.1 Rozdily ve 2D a 3D kultivaci

Kultivace ve 2D prostfedi je plandrni metoda spocivajici v umisténi bun€k na plochém
povrchu, ktera vSak nereflektuje anatomii a fyziologii studované tkané¢ a podminky tohoto
prostiedi se mohou zcela liSit od prostiedi fyziologického (Haycock 2011; Bhattacharya et al.
2012). Vyhodu téchto systémi piedstavuje jednoducha proveditelnost, nizka ekonomicka
nakladnost a rychlé proliferace bunék. Vysledkem naruSeni pfirozené struktury bunék vsak
mohou byt matouci a zkreslena data experimentti (Edmondson et al. 2014).

Pro spravnou funkci bunék v tkanich hraje klicovou roli extracelularni matrix (ECM),
kterou jsou bunky v organismu obklopeny (Dutta & Dutta 2009; Bowers et al. 2010). Zde bunky
komunikuji nejen mezi sebou, ale také s touto ECM, kterd obsahuje proteiny proptjcujici jim
jejich morfologické vlastnosti (Abbott 2003). ECM je tvofena z glykosaminoglykand a
vlaknitych proteinti, jako je kolagen, elastin, laminin, fibronektin, které se sestavuji do
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nanofibrilarni sit¢ (Fernandes et al. 2009). Tato sit’ poskytuje burikam oporu a umoziuje pienos
signall pro fizeni buniky (Bhattacharya et al. 2012).

Trojrozmérné systémy (3D) se snazi takové prostiedi napodobit a predejit tak
komplikacim, se kterymi se potyka kultivace ve 2D systémech (Osaki et al. 2018). Bylo
zjisténo, ze bunky ve 3D kultivacnim prostfedi se od buné¢k kultivovanych ve 2D prostiedi
prokazateln¢ 1i8i svou morfologii i fyziologii (Baharvand et al. 2006).

V klasické 2D kultute buniky ptilnou k povrchu nadoby, kde po dobu kultivace rostou a
vyvijeji se. V porovnani s buikami ze 3D prostedi byvaji obvykle vice ploché a natazené. Tato
abnormalni morfologie ovliviiuje mnoho bunéénych procest vcetné proliferace, diferenciace,
signalizace, apoptdzy a exprese genu a proteint (Tibbit & Anseth 2009). Kultivované bunky
z 2D prostiedi se tedy nemusi chovat tak, jak by se chovaly v téle organismu (Huh et al. 2011).

Tteti dimenze je klicovy faktor, Ktery ovliviiuje prostorovou organizaci receptort bunky
zapojenych do interakci s okolnim prostiedim, ale také tvar a strukturu bunky. Tyto aspekty ve
3D kulturdch zabezpecuji pienos signdlu z vnéjSku dovnitt bunék a v konecném dusledku
ptispivaji k pfirozené genoveé expresi a bunéénym pochodiim (Edmondson et al. 2014). Pfi 3D
kultivaci se buiiky shlukuji do agregatli zvané sféroidy a to pomoci vazeb mezi integriny na
povrsich bun¢k a ECM (Jensen & Teng 2020). Nasledn¢ vytvari buiiky silné kadherinové vazby
mezi sebou a formuji se do sférického tvaru (Lin & Chang 2008). Interakce bunék a
biomateridli je zprostfedkovana transmembranovymi receptory rozezndvajici adhezni
molekuly na povrchu materialti (Hynes 1992).

Technologie 3D kultivace umoznuji prizptisobeni kultiva¢niho prostiedi pomoci
optimalnich fyzikalnich parametrl, zatimco 2D prostiedi I1ze regulovat pouze pfidanim
podporujicich latek do kultivaéniho média, jako jsou ristové faktory ¢i hormony (Filatov et al.
2015).

I ptes veSkeré vyhody maji 3D kultivaéni systémy sva omezeni. Oproti 2D systémim
prostiedi bunék spolu s optimalnim tlakem. Nevyhodou je také vys$i cena a t&zsi
reprodukovatelnost experimentt (Osaki et al. 2018).

3.3.2 Typy 3D modeli

Pro vytvareni 3D kultiva¢nich modelii bylo vyvinuto nékolik metodickych postupti.
Z4dna technologie neni univerzalni pro viechny buiiky, a tak musi byt vybrana metoda nejvice
vyhovujici pro potfeby experimentu. Pfistupy realizace 1ze obecné rozd€lit na systémy bez
nosice nebo s nosici, pfi¢emz tato podptirna ,,leSeni* (scaffold) jsou vyrobena z ptirodnich nebo
syntetickych materiald (Knight & Przyborski 2014), které bunikam poskytuji mechanickou
podporu a hydratovany prostor (Rowley et al. 1999). Idedlni matrix by méla napodobovat
ultrastrukturu nativni ECM, podporovat rist a funkci bunck a poskytovat prostredi pro pfenos
zivin, odpadnich metaboliti a mezibunécnou signalizaci. Méla by tedy vytvofit buiice co
nejprirozené;si prostiedi, které povede k pochodiim identickym s nativnim stavem konkrétniho
typu buiiky (Bhattacharya et al. 2012).
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e Metoda visuté kapky

Ptikladem metody bez nosic¢e miize byt relativné jednoducha metoda visuté kapky, ktera
spociva v kultivaci bun¢k v kapce média. Kapky bunécné suspenze se aplikuji na viko
Petriho misky, které se opatrné prevrati a umisti se na spodni ¢ast misky obsahujici
kapalinu, kterda vytvaii vlhkou atmosféru uvniti misky zabranujici rychlému vysychani
kapky. Nasledkem gravitace nemohou buniky pfilnout k povrchu, shlukuji se na spodu
kapicky a vytvaii kompaktni 3D sféroid (Knight & Przyborski 2014).

Podle Banerjee & Bhonde (2006) tato metoda piispiva k dlouhodobému pieziti bunék,
zachovani jejich fenotypu a ve srovnani se standardnimi 2D systémy umoziuje
homogennéjsi diferenciaci (De Smedt et al. 2008). Omezenim muze byt obtizna difuze Zivin
a plynt a nutnost ¢asté¢ vymeény média. Hypoxické podminky vSak mohou byt vyhodné u
3D modeli vyuzivanych pro modelovani vyvoje a progrese nadort (Knight & Przyborski
2014).

e Metoda pevného nosice

Metoda spociva v umisténi bun¢k do pevného nosice, ktery poskytuje prostor a
podporuje vytvareni prirozené 3D tkanové struktury tim, ze se na n¢j buitky mohou zavésit.
Vyhodou technologii zalozenych na pevnych nosicich je organizované usporadani bungk;
Ize je snadno umistit do porézni struktury piedem piipraveného pevného nosice podle
jednoduchych protokolii. Komer¢né€ dostupné syntetické pevné nosice neobsahuji Zivocisné
slozky, jsou sterilni a pfipravené k okamzitému pouziti. Napiiklad vyvoj konstruktd
syntetické kize je klasickym piikladem pouziti technologie pevného nosice k vytvofeni
vrstvené struktury dermalnich a epidermalnich slozek (Knight & Przyborski 2014).

Syntetické pevné nosiCe jsou obvykle slozeny z polymer vyrobenych z
polyethylenglykolu (PEG), kyseliny polymlééné (PLA) nebo polyvinylacetitu (PVA)
(Dhaliwal 2012). Oproti ptirodnim hydrogelim jsou biologicky inertni a vysoce pevné.
Jejich vlastnosti 1ze upravit pomoci vnéjsich podnétu, jako je zména pH, teploty, svétla nebo
elektrického pole, coz usnadiiuje fizené uvoliiovani biologickych faktorti (cytokind,
chemokint, ristovych nebo angiogennich faktorti) (Nath & Devi 2016).

e Metoda kultivace v hydrogelu

Jednim z nejvyuzivangjSich nosi¢i pro 3D kultivacni systémy jsou latky na bazi
hydrogelu. Hydrogely jsou hydrofilni polymery schopné zadrzet velké mnozstvi vody,
podobné jako mékké tkané€, pficemz zlistavaji strukturdlné stabilni. Vazand voda uvnitt
polymerni sité podporuje propustnost a difuzi zivin a molekul (Zhu & Marchant 2011).
Hydrogely jsou jedine¢né ve své schopnosti napodobit ECM, jsou ptizpisobitelné a lze je
aplikovat na rizné typy experimentti (Langhans 2018). Jejich vlastnosti lze upravit
pozadovanymi chemickymi latkami nebo strukturalng, aby korelovaly s pfirozenou okolni
bunéénou ECM (Barker 2011; Osaki et al. 2018). B&zn¢ se vyrab¢ji z prirodnich polymert,
jako je fibrinogen, kyselina hyaluronova, kolagen, Zelatina, chitosan, alginat a celul6za
(Dhaliwal 2012; Filatov et al. 2015).
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Hydrogely mohou obsahovat endogenni chemokiny a rustové faktory, které pfispivaji
k Zivotaschopnosti a podpofe ristu bun¢k. Rozdilné vlastnosti hydrogeld vsak mohou mit
vliv na variabilitu vysledku, a tudiz zt€zuji reprodukovatelnost experimentti. Vyznacuji se
malou pevnosti, coZ zvySuje riziko jejich poSkozeni pii manipulaci (Nath & Devi 2016).
Nekteré hydrogely diky vysokému obsahu tekutiny neposkytuji dostatecnou mechanickou
oporu a pro zvyseni hustoty musi byt pifebytecna tekutina odstranéna vlozenim absorbéru.
Zvysena tuhost hydrogelu snizuje difazi kysliku a dochazi k formovani hypoxického jadra
podobné jako v in vivo prostfedi (Mohammad-Hadi et al. 2018).

Alginaty jsou jednim znejCastéji vyuzivanych materidli pro vyrobu hydrogeld.
Poskytuji buitkdm imunitni bariéru a osvéd¢ily se jako hydrogely poskytujici funkéni
prostfedi pro metabolickou vyménu latek (Laurén et al. 2017). Jsou to polysacharidy
ziskané z bunécnych stén hnédych tas a skladaji se z monomert kyseliny -D-mannuronové
(jednotky M) a kyseliny a-L-guluronové (jednotky G), jejichz pomér se lisi v zavislosti na
zdroji materidlu. Dvojmocné kationty (Ca?*) se vazou mezi G-jednotky sousednich
algindtovych fetézcl a vytvareji iontoveé vazby, které zptsobuji gelovaténi alginatu (Rowley
et al. 1999).

Celulézni hydrogely lze pfipravit fyzikalnim zesitovanim (cross-linking), tedy
spojenim polymernich fetézct celulozy. Nanofibrilarni vlakna celuldzy vykazuji podobnost
s vlakny kolagennimi a vyznacuji se svou netoxi¢nosti, biokompatibilitou a schopnosti
zadrzet velké mnozstvi vody (Laurén et al. 2017). Celuldza tvoii mnozstvi hydroxylovych
skupin, které se spojuji do sit¢ vodikovou vazbou, v disledku této struktury je vSak velmi
tézko rozpustna v béznych rozpoustédlech a pro jeji vyuZziti v hydrogelu se Casto vyuZziva
vhodnych rozpoustédel, jako je napiiklad N-metylmorfolin-N-oxid (NMMO) a iontova
kapalina. Pfi vyrobé celul6zovych hydrogeld jsou také zpracovavany rozpustné derivaty
celulozy (metylceluldza ¢i hydroxypropylcelul6za) a roztoky celulozy s jinymi polymery
jako je chitin ¢i skrob, ¢i s anorganickymi latkami (Chang & Zhang 2011).

3.3.3 GrowDex®

GrowDex je hydrogel vyrobeny z nanofibrilarni celulozy ziskané z brezového dieva, je
Cisté rostlinného plivodu, sterilni a neobsahuje Zadné zivocisné piimési. Podporuje 3D kultivaci
riznych typt bun¢k a umoziuje adekvatni difizi Zivin a plyni (Paasonen & Aatsinki 2020).
Produkt je pripraveny k okamzitému pouziti a Ize jej ihned misit s buitkami a kultivacnimi
médii. Malé molekuly v ném mohou snadno difundovat gelem k buitkam (Sheard 2020).

Na rozdil od mnoha jinych hydrogelti je GrowDex teplotn¢ stabilni a nevyzaduje
polymeraci, coZz umoznuje manipulaci pfi pokojové teploté, usnadnuje praci s produktem a
ziskani reprodukovatelnych vysledkti (Soderholm et al. 2021). Jeho obsahové slozky jsou
presné stanoveny a mize byt upravovan piidanim riznych faktord v médiu (Mimler 2019).

GrowDex je vysoce viskdzni a mize byt fedén napiiklad bunénym médiem. Pti Giprave
koncentrace pod 1,6 % miize byt ddvkovan pipetovanim, pficemz si udrzuje schopnost retence
vody. Hydrogel snasi zmény teploty i pH a své vlastnosti si zachovava v rozmezi pH 6—8. Neni
doporuceno ptidavat média s obsahem véapniku a hot¢iku, protoZze mohou poskodit celul6zova
vladkna. GrowDex neni autofluorescenc¢ni, buiikky proto mohou byt jednoduSe barveny a
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pozorovany. Presto lze ptfed vizualizaci bunck GrowDex enzymaticky rozlozit pfidanim
enzymu celulazy, ktery je obsazen v ptipravku GrowDase (Paukkonen 2018).

GrowDase je Cistd smes celulaz specificky piipravenych ke $tépeni nanofibrilarnich
vladken hydrogelu GrowDex na rozpustnou glukézu. Jednoduchy enzymaticky proces umoziuje
Setrné vyjmuti bun¢k z okolni matrix bez nezadoucich ucinkii a poSkozeni 3D struktury
sféroidu. Aplikace spoc¢iva ve smichani roztoku GrowDase a hydrogelu s bunkami. Smés se
inkubuje pii 37 °C a nasledn¢ lze buniky z kapaliny vyjmout (GrowDex Application Note 4).

3.3.4 Kultivace COCs ve 3D kultiva¢nim systému

Zrani oocytl in vivo do zna¢né miry zavisi kromé hormont a dalsich regulacnich faktort
na vlastnostech okolni ovarialni tkan€. VSechny tyto podminky je téeba zajistit pro Gspésnou
kultivaci in vitro (Filatov et al. 2015). Kumulo-oocytarni komplex je mnohobuné¢na struktura
a komunikace mezi t€émito bunikami je nezbytna pro proces oogeneze véetné obnoveni meidzy
a ovulace (Salustri et al. 2019). Pro kultivaci COCs, folikuli a embryi jsou ¢asto vyuzivany
alginatové hydrogely, které poskytuji kvalitni podminky pro meiotické zrani a embryonalni
vyvoj. Taktéz genova exprese vykazuje nejvyssi podobnost s in vivo prostiedim (Sargus-Patino
et al. 2014; Zhao et al. 2015). Dodnes se také hojné vyuzivaji 2D systémy, ve kterych vsak
dochazi k pfilnuti kumulu ke kultivanimu povrchu Petriho misky ¢i kultivacni jamky.
Kumularni buniky se rozpadaji a migruji pry¢ od oocytti nebo se shlukuji na dn€ jamky, coz
naruSuje pfirozenou trojrozmérnou strukturu COCs a procesy potiebné pro vyménu
metabolickych prekurzorti (Eppig et al. 2005; Sugiura et al. 2005). Naruseni normalnich
interakci mezi oocyty a kumuldrnimi buiikami béhem poslednich hodin zrani oocyti muzZe
znemoznit vytvoreni plné vyvojové kompetence (Albertini et al. 2001). Pravé migraci
kumulérnich bun¢k ke dnu kultivaéni plochy ve dvourozmérném prosttedi dochéazi ke zniceni
gap junctions, ¢imz je narusena komunikace mezi oocytem a kumularnimi bunikami (Desai et
al. 2010). Pti identifikaci proteini bunéénych spoji (N-kadherin, E-kadherin) byly ve 3D
kulturach COCs nalezeny vyss$i hladiny v porovnani s 2D kulturami, tudiz 3D prostiedi
podporuje ptirozené spojeni a komunikaci bun¢k. Pro-apoptotické proteiny jako Bax a kaspaza
3 byly detekovany v kumuléarnich bunikach buvola kultivovanych ve 3D systému v menSim
mnozstvi neZ v kontrolni skupiné kumularnich bunék kultivovanych ve 2D systému. Naopak
anti-apoptotické proteiny véetné proteinu Bcl-2 se vyskytuji ve zvySeném mnozstvi. V souladu
S timto zjisténim byla v téchto bunkéch rychlost apoptdzy nizsi (Shen et al. 2020). U mySich
COCs kultivovanych v algindtovém hydrogelu byl prokazan ptiznivy vliv na proliferaci a
meiotické zrani (Pangas et al. 2003), podobné¢ jako u lidskych oocytii (Combelles et al. 2005) a
oocytl kocky doméci (Colombo et al. 2019).

U prasecich COCs kultivovanych ve 3D agarézovém gelu spolecné s granuléznimi
buitkami podporujicich zrani dochazelo k lep§imu dosazeni vyvojové kompetence oocytu a pro-
apoptotické faktory véetné proteinu Bax se v oocytech vyskytovaly v mensi mife (Park et al.
2021). Podle dostupnych informaci nebyly do dnesni doby nikdy kultivovany COCs prasete v
hydrogelu GrowDex.
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4 Metodika
4.1 Odbér vajecnikii a izolace oocyti

Vajecniky byly ziskany z porazenych prasnic v nespecifikovaném stadiu fijového cyklu
a transport z jatek do laboratote probihal v termolahvich s fyziologickym roztokem pii teploté
39°C. Aspirace oocytl byla provadéna pomoci injekéni stfikacky s jehlou 20G. Ziskana
folikularni tekutina obsahujici komplexy oocyti S kumularnimi butikami byla pielita do Petriho
misky. Pod stereomikroskopem byly pomoci sklenéné tenkosténné kapilary vybrany oocyty
s ukonCenym rustem, kompaktni vrstvou kumularnich bunék a celistvou neposkozenou
cytoplazmou. Komplexy oocytti s kumularnimi buiikami byly pomoci sklenéné tenkosténné
kapilary preneseny do kapek modifikovaného kultivaéniho média M199 (Sigma — Aldrich,
Némecko). Médium bylo obohaceno o latky uvedené v Tabulce 1, v§echny byly zakoupeny v
Sigma — Aldrich, Némecko.

Tabulka 1 Slozeni modifikovaného média M 199

Chemikalie MnoZstvi ve 100 ml média M199
Laktat sodny 60 mg
Pyruvét sodny 25 mg
HEPES 150 mg
Gentamicin 2,5 mg
Bovinni sérovy albumin 10 mg

4.2 Kultivace COCs

Kumulo-oocytarni komplexy prasete (COCs) byly kultivovany v Petriho miskach pii
teploté 39°C v prostiedi 5% CO, se vzduchem. V kontrolni skupiné bylo 20 COCs kultivovano
v modifikovaném médiu M199 o vySe uvedeném sloZeni s ptidavkem hormoni PG600
(Intervet s.r.o, USA), ktery je smé&si hormont LH a FSH. Experimentalni skupina o stejném
poc¢tu COCs byla kultivovana ve smési modifikovaného média M199 obohaceného o PG600 a
hydrogelu GrowDex (0,5% nebo 1%). COCs byly kultivovany do stadia druhé meiotické
metafaze (48 hodin kultivace in vitro). Nasledn¢ byly COCs zbaveny kumularnich bunék,
z kultury byly odstranény oocyty a kumularni bunky byly in vitro kultivovany v médiu
s GrowDex hydrogelem, bez piidavku PG600, v kontrolni skupin€ bez hydrogelu. Prodlouzena
kultivace oocyty obklopujicich bunék probihala po dobu 2, 4, 7 a 16 dnl. Po dané dobé
kultivace byly z kumularnich bunék pfipraveny vzorky pro stanoveni markerti apoptozy
metodou Western blot.
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4.3 Stanoveni exprese proteini Bcl-2 a Bax metodou Western Blot
4.3.1 Priprava vzorki

COCs kultivované do stadia MII byly pomoci tenkosténné sklenéné pipety zbaveny
kumularnich bunék a ze vzorku byly odstranény oocyty. Tyto kumularni bufiky a kumularni
bunky z prodlouzené kultivace (2, 4, 7 a 16 dni) byly oddélené ve skupinach promyty v PBS
pufru (Sigma — Aldrich, Némecko) a nasledné byly lyzovany v mikrozkumavkach s lyza¢nim
pufrem (0,15 ml 10% Triton X, 0,05 ml 10% SDS, 4,3 ml PBS, 0,5 ml 10% inhibitor proteaz v
PBS). Poté byly vzorky ponechany 10 minut k inkubaci na ledu a nasledné byly precipitovany
v 5 ul 100% kyseliny trichloroctové a dalsich 10 minut inkubovany na ledu. Vzorky byly
centrifugovany pii teploté 4°C 5 minut pti 10 000 g. Nasledné byl odsat supernatant a kumuléarni
bunky byly promyty v 50 pl acetonu s HCI. Poté probchla dal§i centrifugace a odsati
supernatantu s naslednym promytim v 50 ul acetonu a vzorky byly uchovany v mrazéku pfi
teploté -20°C az do doby Western blot analyzy.

4.3.2 Elektroforeticka separace proteint

K provedeni elektroforézy byla vyuzita metoda SDS-PAGE, ktera probiha
v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS). SDS-PAGE slouzi
K separaci proteini na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Zahiatim vzorku proteint
V denaturujicim a redukujicim pufru dochazi k denaturaci proteinti vcetné odstranéni
disulfidovych mustku a jejich obaleni molekulami SDS, ktery ud€li proteintim celkovy zaporny
naboj.

Vzhledem k malé molekulové hmotnosti proteinti Bcl-2 (26 kDa) a Bax (21 kDa) byl
pro SDS-PAGE zvolen separa¢ni gel o hustoté 12 % (slozeni v Tabulce 2). Ten byl nasledné
nalit do pfipravenych vycisténych skel v aparatufe a ptevrstven destilovanou vodou, aby
nedochéazelo k odparu. Po ztuhnuti separaniho gelu byla vylita destilovana voda a zbytek
volného prostoru mezi sklicky byl doplnén 4% zaostiovacim gelem, jehoz slozeni je uvedeno
v Tabulce 3. Aby bylo Iépe rozeznano misto nanasky vzorkd, byla do zaostfovaciho roztoku
piidana kapka bromfenolové modii, ktera gel zabarvila. Za Géelem vytvotfeni jamek pro
naneseni vzorka byl do zaostfovaciho gelu vloZen hiebinek o 15 jamkach tak, aby se v gelu
nevytvorily vzduchové bubliny. Sklicka s gelem byla umisténa do néstavce a vlozena do
elektroforézni aparatury (Bio-Rad, USA). Zalita byla elektroforetickym pufrem (slozeni
v Tabulce 4) tak, aby hladina pufru dosahovala az po horni hranu skli¢ek a po vyjmuti hiebinku
pufr zatekl i do jamek. Do nich byly pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky naneseny jednotlivé
vzorky kumularnich bunék z obou kultiva¢nich prostiedi (2D a 3D) ve stadiu MII a po kultivaci
2,4,7 a 16 dnt (14 ul na jamku) a hmotnostni marker (Prestained Molecular Weight Bovine
Standard, Bio-Rad, Kanada, 161-0318) (3 pl). Elektroforeticky pufr byl dolit do aparatury na
poZadovanou hladinu a elektroforéza byla spuSténa na 1 hodinu a 20 minut, nejprve pii napéti
80 V a po 20 minutach bylo napéti zvyseno na 120 V.
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Tabulka 2 SloZeni 12% separa¢niho gelu Tabulka 3 Slozeni 4% zaosttovaciho gelu

pufr B (ml) 2,5 destilovana H,O (ml) 1,52
roztok A (ml) 4 pufr C (ml) 0,625
destilovana H,O (ml) 3,5 roztok A (ml) 0,325
10% SDS (ul) 100 10% SDS (ml) 0,025
TEMED () 45 TEMED (pl) 3,8
10% APS (ul) 70 10% APS (ul) 50

Tabulka 4 SlozZeni elektroforetického pufru

Tris 39

glycin 144 ¢

10% SDS 10 mi

destilovani H,O doplnit do 1000 ml

4.3.3 Western Blot

Proteiny separované -elektroforetickou metodou SDS-PAGE byly pfeneseny na
polyvinylidendifluoridovou membranu (PVDF) piisobenim elektrického proudu.

Nejprve byla v misce s blotovacim pufrem pfipravena kazeta, na jejiz Cernou stranu byla
umisténa nejprve houbicka, dva filtra¢ni papiry, poté gel, PVDF membrana, dalsi dva filtracni
papiry a houbicka. VSechny komponenty byly pfed skladanim po dobu 15 minut ponoifeny
do blotovaciho pufru (slozeni v Tabulce 5). Membrana byla aktivovana v metanolu po dobu 30
sekund a manipulace s ni byla provadéna pinzetou, aby nedoslo k jejimu znecisténi a byla
dodrZena bezpec¢nost prace s jedovatymi latkami. Pfevalcovanim prazdné zkumavky po celém
povrchu vrchni houbicky byly opatrné odstranény vzduchové bubliny tak, aby nedoslo
K posunuti membrany. Pfipravena kazeta byla vlozena do blotovaciho ramu a nasledné do
aparatury, kde doslo k zaliti blotovacim pufrem a piekryti vikem. Cela aparatura byla umisténa
do vétsi nadoby s ledem. Elektricky proud na zdroji byl nastaven na 0,5 A a zdroj byl spustén
na dobu 1 hodiny a 20 minut. Po uplynuti této doby byla membrana vyjmuta z kazety a
proplachnuta v destilované vodé¢. Nasledné bylo kontrolovano pfetiSténi na membranu
obarvenim Cerveni Ponceau, ktera byla opét odmyta destilovanou vodou a PBS. Blokovani
volnych mist na membrané probihalo pfes noc v lednici a k tomuto ucelu byla vyuzita inkubace
membrany s 5% roztokem suseného mléka (Blotting Grade Blocker Nonfat Dry Milk, Bio-Rad,
USA) v PBS.
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Tabulka 5 Slozeni blotovaciho pufru

Tris 3g

glycin 14,4 ¢g

10% SDS 1ml

metanol 100 ml
destilovana H20 doplnit do 1000 ml

4.4 Statisticka analyza

Vsechny experimenty byly minimdlné tfikrdt opakovany. Vysledky byly statisticky
zhodnoceny v programu Statistica verze 12 analyzou rozptylu jednoduchého t¥idéni (One-Way
ANOVA). Za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty p < 0,05.

4.5 Usporadani experimentu

451 Experiment 1: Hodnoceni jaderného zrani COCs ve 2D a 3D kultivaénim
prostiedi

Cilem experimentu bylo ovéfit jaderné zrani prasecich oocytt ve 3D kultiva¢nim systému
vyuzivajicim hydrogel GrowDex. Kumulo-oocytarni komplexy prasete (COCs) obsahujici
oocyty s ukonéenym rustem (120 um) a plnou meiotickou kompetenci byly 48 hodin in vitro
kultivovany v modifikovaném meédiu M199 s pfidavkem hydrogelu GrowDex v rtizné
koncentraci (0,5 x 1%). Kontrolni skupina COCs byla kultivovana ve standardnim 2D
kultivacnim systému s médiem M 199 bez ptidavku hydrogelu.

Po 48 hodinach kultivace in vitro byly oocyty zbaveny opakovanym pipetovanim skrz
sklenénou tenkosténnou pipetu kumularnich bun¢k, montovany na skla a probéhla jejich fixace
ve sklenéné kyveté pomoci smési etanolu a octové kyseliny v poméru 3:1 (v/v), a to po dobu
miniméln¢ 24 hod. Nasledné byly oocyty barveny 1% orceinem a bylo hodnoceno stddium
jaderného zrani dle kritérii publikovanych Motlikem a Fulkou (1986).

Oocyty vyznacujici se kompaktni jadernou membranou byly hodnoceny jako oocyty ve
stadiu zarode¢ného vacku (GV). Pokud se v oocytu vyskytoval typicky shluk chromatinu, byly
oocyty definovany jako ve stadiu pozdni diakineze (LD). Oocyty, které se vyznaCovaly
vyskytem metafazniho vietene, byly ohodnoceny jako oocyty ve stddiu prvni meiotické
metafaze (MI), pokud bylo v oocytu nalezeno metafazni vieteno a polové télisko, byly samici
pohlavni buiiky oznac¢eny jako oocyty ve stddiu druhé meiotické metafaze (MII). Ostatni oocyty
vykazujici netypické uspofadani chromozomu byly hodnoceny jako atypické (atyp.).

V kazdé skupiné bylo hodnoceno minimalné 50 oocytil, experiment byl 4x opakovan.
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45.2 Experiment 2: Detekce proteini Bel-2 a Bax kumularnich buiikach prasete
metodou Western blot

Cilem experimentu bylo detekovat apoptotické proteiny Bcl-2 a Bax v kultivovanych
kumularnich bufikach prasete ve 2D a 3D prostiedi (1,0 % GrowDex) pomoci elektroforetické
separace proteind v polyakrylamidovém gelu spolu s dodecylsulfatem sodnym. Proteiny poté
byly ptetistény na PVDF membranu a inkubovany s protilatkou.

Oddé¢lené byly analyzovany vzorky kumularnich bunék ziskanych z oocytl ve stadiu
druhé meiotické metafaze a po kultivaci 2, 4, 7 a 16 dni ve standardnim a 3D kultivacnim
systému s ptidavkem 1,0% GrowDex.
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5 Vysledky
5.1 Hodnoceni jaderného zrani COCs ve 2D a 3D kultiva¢nim prostiedi

Komplexy oocyti s kumularnimi buiikami (COCs) byly in vitro kultivovany ve
standardnim kultiva¢nim prostfedi v médiu M199 a ve 3D kultiva¢nim prostredi vyuzivajicim
hydrogel GrowDex Vv riizné koncentraci do stadia druhé meiotické metafaze po dobu 48 hodin.
Po uplynuti doby kultivace bylo hodnoceno stadium jaderného zrani oocyti podle kritérii
publikovanych Motlikem a Fulkou (1986). Hodnoceny byly oocyty v kontrolni skupin€ v médiu
M199 (2D) a oocyty kultivované v médiu M199 s pridavkem hydrogelu GrowDex v rizné
koncentraci (0,5% x 1%) viz Tabulka 6.

Tabulka 6 Jaderné zrani oocytl kultivovanych ve 3D a standardnim kultiva¢nim
prostiedi.

Pocet a % oocytu v dané fazi meiotického zrani
Typa v .
. . |P P
doba  |Prostredi| Ot Pt ay M LD Ml Atyp.
) oocytl | opakovani

kultivace
In vitro A A A bA A
48 hod M199 50 4(63A/3% |8*A/4% |4>"/2% [180°"/90% |2°4/1%
In vitro M199 +

GrowDex 50 414272% |427)2% |227/1% | 188°~/94% | 22~/1%
48 hod

1,0%
In vitro M199 +

GrowDex 50 4132A/1,5% | 324/1,5% | 22*/1% | 190°4/95% | 224/1%
48 hod 0 5%

,97/0

Oocyty byly in vitro kultivovany v modifikovaném médiu M 199 s ptidavkem GrowDex
Vv rizné koncentraci (0,5 a 1 %), jako kontrola byly oocyty kultivovany v samotném médiu
M199 bez hydrogelu. GV — oocyty ve stadiu zarode¢ného vacku, LD — oocyty ve stadiu pozdni
diakineze, MI — oocyty ve stadiu prvni meiotické metafaze, MIl — oocyty ve stadiu druhé
meiotické metafaze, Atyp. — oocyty s netypickym uspofaddnim chromozému.
a, b, ¢ hodnoty s riznymi pismennymi superskripty ve stejném sloupci se od sebe 1isi
statisticky vyznamné (P<0,05).
A, B, C hodnoty s riiznymi pismennymi superskripty ve stejném fadku se od sebe 1isi
statisticky vyznamn¢ (P<0,05).

Oocyty kultivované v kultivaénim médiu M199 s piidavkem hydrogelu GrowDex (3D) ve
vSech pouzitych koncentracich vykazovaly srovnatelné vysledky jaderného zréni s kontrolou
(2D) (M199 + 1% GrowDex — GV (2%), MI (2%), LD (1%), MII (94%), atyp. (1%); M199 +
0,5% GrowDex — GV (1,5%), Ml (1,5%), LD (1%), MII (95%), atyp. (1%); kontrola M199 bez
GrowDex — GV (3%), Ml (4%), LD (2%), MII (90%), atyp. (1%). Vzhledem k tomu, Ze se
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vysledky jaderného zrani oocytt kultivovanych v koncentraci 0,5 a 1,0% GrowDex nelisily,
byly v dalSich experimentech oocyty obklopujici buniky kultivovany v modifikovaném médiu
M199 s ptidavkem GrowDex ve vys$si koncentraci, tj. 1,0%.

5.2 Detekce proteint Bel-2 a Bax v kultivovanych kumularnich bunkach
metodou Western blot

Kumulérni buiiky ziskané z oocyti ve stadiu druhé meiotické metafaze byly kultivovany
ve 3D a 2D kultiva¢nim prostiedi (kontrola) 2, 4, 7 a 16 dnti a byly z nich pfipraveny vzorky,
které byly analyzovany metodou Western blot. V proteinovych vzorcich byla sledovana
exprese markert apoptdzy, pro-apoptotického faktoru Bax a anti-apoptotického faktoru Bcl-2.
Mnozstvi proteini pfenesenych na PVDF membranu v lyzatu analyzovanych bunék bylo
detekovdno pomoci specifickych protildtek za vyuziti ECL chemiluminiscenéniho kitu a
detekce signalu byla snimdna pomoci pfistroje Azure.

Sila signalu protilatky s proteinem byla vyhodnocena na zakladé parametru integrované
optické denzity (IOD), ktera se rovna soucinu primérné optické denzity a plochy, kde prob¢hla
reakce proteinu s protilatkou. Hodnoty IOD detekovanych proteini byly vztazeny k 10D
tubulinu a, ktery se vyskytuje ve vSech typech bun¢k a vyuziva se jako referen¢ni protein, a
timto byla stanovena relativni integrovana opticka denzita (RIOD). Byla vypoctena smérodatna
odchylka, ktera je v grafech zndzornéna useckou. Statisticky vyznamny rozdil v expresi dan¢ho
proteinu mezi jednotlivymi kategoriemi kultivovanych bunék je zndzornén spojujici linkou
s popiskem p<0,05 (statisticka vyznamnost) nebo p=ns (bez statistické vyznamnosti; not
statistically significant).

MIl MIIGD 2dny 2dnyGD 4dny 4dnyGD 7dni 7dniGD 16dni 16 dni GD
v v v v \ A / v v v v
26 kDa mp q -
L : a

Obrazek 4 Detekce proteinu Bcl-2 v kumularnich burikach prasete kultivovanych ve
2D a 3D kultivaénim prostiedi s ptidavkem hydrogelu GrowDex (GD). MII — kumularni buiiky
ziskané z oocytli ve stadiu MII; MIl GD — kumulérni buniky ziskané z oocytt kutivovanych
Vv pritomnosti hydrogelu GrowDex do stadia druhé meiotické metafaze; 2, 4, 7, 16 dni —
kumularni buiiky z MII oocytd kultivované v prodlouzené kultivaci 2, 4, 7, 16 dni; GD —
kumularni buniky z prodlouzené kultivace s pfidavkem hydrogelu GrowDex.
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Obrazek 5 Detekce proteinu Bax v kumularnich bunkach prasete kultivovanych ve 2D
a 3D kultiva¢nim prostiedi s ptidavkem hydrogelu GrowDex (GD). MIl — kumularni bunky
ziskané z oocytu ve stadiu MII; MIl GD — kumulérni bunky ziskané z oocytd kutivovanych
Vv pfitomnosti hydrogelu GrowDex do stidia druh¢ meiotické metafaze; 2, 4, 7, 16 dni —
kumularni buiiky z MII oocytd kultivované v prodlouzené kultivaci 2, 4, 7, 16 dni; GD —
kumularni buiky z prodlouzené kultivace s pfidavkem hydrogelu GrowDex.

5.2.1 Detekce proteinu Bcl-2 v kumularnich buiikach p¥i dlouhodobé in vitro
kultivaci

Exprese proteinu Bcl-2 v kumularnich bunkach pfri
dlouhodobé in vitro kultivaci
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Graf 1 Exprese proteinu Bcl-2 v kumularnich buiikach kultivovanych ve 2D a 3D kultivaénim prostiedi
s piidavkem hydrogelu GrowDex (GD). RIOD - relativni integrovana opticka denzita. Kategorie: M1l — kumularni
bunky ziskané z oocytl ve stadiu MII; MII GD — kumularni buniky ziskané z oocytl kutivovanych v pfitomnosti
hydrogelu GrowDex do stadia druhé meiotické metafaze; 2, 4, 7, 16 dni — kumularni buiky z MII oocyt
kultivované v prodlouzené kultivaci 2, 4, 7, 16 dni; GD — kumularni buniky z prodlouzené kultivace s pridavkem
hydrogelu GrowDex. P=ns — nesignifikantni statisticky rozdil. P<0,05 — statisticky vyznamny rozdil.

Statistickou analyzou byly porovnavany rozdily v expresi proteinu Bcl-2 mezi kontrolni
a experimentalni skupinou v kazdé kategorii (MIIXMIl GD apod). Z Grafu 1 je patrné, ze
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni a experimentalni skupinou byl prokézan pouze u
kumularnich bunék z prodlouzené kultivace 16 dni.
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Exprese proteinu Bcl-2 v kumularnich burikach pfi
dlouhodobé 2D kultivaci
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Graf 2 Exprese proteinu Bcl-2 v kumularnich bufikich kultivovanych ve 2D kultivaénim prosttedi. RIOD
— relativni integrovana opticka denzita. Kategorie: M1l — kumularni butiky ziskané z oocyta ve stadiu Mll; 2, 4, 7,
16 dni — kumularni buniky z MII oocytd kultivované v prodlouzené kultivaci 2, 4, 7, 16 dni. P=ns — nesignifikantni
statisticky rozdil.

Statistickou analyzou byly porovnavéany rozdily v expresi mezi kumuldrnimi bunkami
Z oocytl ve druhé meotické metafdzi a kumularnimi buitkami z riznych kategorii prodlouzené
kultivace. Z Grafu 2 vyplyva, ze ve standardnim kultivaénim prostfedi se statisticky vyznamné
nelisila exprese proteinu Bcl-2 v kultivovanych burikach 2, 4, 7 a 16 dni oproti buitkam z oocytl
ve stadiu MIIL.

Exprese proteinu Bcl-2 v kumularnich bunkach pri
dlouhodobé 3D kultivaci
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Graf 3 Exprese proteinu Bcl-2 v kumularnich buiikach kultivovanych ve 3D kultivaénim prostiedi
s ptidavkem hydrogelu GrowDex (GD). RIOD - relativni integrovana opticka denzita. Kategorie: MIl GD —
kumularni bunky ziskané z oocytli kutivovanych v ptitomnosti hydrogelu GrowDex do stadia druhé meiotické
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metafaze; 2, 4, 7, 16 dni GD — kumularni bunky z prodlouzené kultivace 2, 4, 7, 16 dni s pfidavkem
hydrogelu GrowDex. P=ns — nesignifikantni statisticky rozdil.

Statistickou analyzou byly porovnavany rozdily v expresi mezi kumuldrnimi bunikami
Z oocytl ve druhé meotické metafazi a kumularnimi buiikami z riiznych kategorii prodlouzené
kultivace. Z Grafu 3 vyplyva, ze ve 3D kultiva¢nim prostiedi s pfidavkem GrowDex se
statisticky vyznamn¢ neli$ila exprese proteinu Bcl-2 v kultivovanych buiikach 2, 4, 7 a 16 dni
oproti buitkkam z oocytl ve stadiu MII.

5.2.2 Detekce proteinu Bax v kumularnich burikach p¥i dlouhodobé in vitro
kultivaci

Exprese proteinu Bax v kumularnich burikdch pfi
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Graf 4 Exprese proteinu Bax v kumularnich buiikach kultivovanych ve 2D a 3D kultiva¢nim prostedi
s pfidavkem hydrogelu GrowDex (GD). RIOD - relativni integrovana opticka denzita. Kategorie: MIl — kumularni
bunky ziskané z oocytt ve stadiu MII; MIl GD — kumularni bunky ziskané z oocytd kutivovanych v pfitomnosti
hydrogelu GrowDex do stadia druhé meiotické metafaze; 2, 4, 7, 16 dni — kumularni buiiky z MII oocyti
kultivované v prodlouzené kultivaci 2, 4, 7, 16 dni; GD — kumularni buiky z prodlouzené kultivace s pfidavkem
hydrogelu GrowDex. P=ns — nesignifikantni statisticky rozdil. P<0,05 — statisticky vyznamny rozdjil.

Statistickou analyzou byly porovnavany rozdily v expresi proteinu Bax mezi kontrolni
a experimentalni skupinou v kazdé kategorii (MIIXMII GD apod). Z Grafu 4 je patrné, ze
rozdily v expresi mezi 2D a 3D kultivaénim prostfedim nebyly hodnoceny jako statisticky
vyznamné.
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Exprese proteinu Bax v kumularnich burikach pri
dlouhodobé 2D kultivaci
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Graf 5 Exprese proteinu Bax v kumularnich bufikach kultivovanych ve 2D kultivaénim prostiedi. RIOD —
relativni integrovana opticka denzita. Kategorie: MIl — kumularni butiky ziskané z oocytt ve stadiu MlIl; 2, 4, 7,
16 dni — kumularni buiiky z MII oocytl kultivované v prodlouZené kultivaci 2, 4, 7, 16 dni. P<0,05 — statisticky
vyznamny rozdil.

V Grafu 5 je vidét rostouci trend exprese proteinu Bax v kumularnich bunkach korelujici
s délkou jejich Kkultivace. Statistickym porovnanim exprese V kumularnich bunkach
z prodlouzené kultivace 2, 4, 7 a 16 dni s kumularnimi buitkami z oocytt ve stadiu MII byla
zjiSténa signifikance nartstu ve vSech kategoriich prodlouzené kultivace.

Exprese proteinu Bax v kumularnich bunkach pfi
dlouhodobé 3D kultivaci

10000 |
p<0,05
9000
8000
7000

6000
5000 p<0,05 |

RIOD

4000
3000

1000 oe -
<0,05
P [

0 ——

Ml GD 2dny GD 4 dny GD 7 dni GD 16 dni GD

Graf 6 Exprese proteinu Bax v kumularnich buiikach kultivovanych ve 3D kultivaénim prostiedi
s piidavkem hydrogelu GrowDex (GD). RIOD — relativni integrovana opticka denzita. Kategorie: MIl GD —
kumularni buniky ziskané z oocytti kutivovanych v ptitomnosti hydrogelu GrowDex do stadia druhé meiotické
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metafaze; 2, 4, 7, 16 dni GD — kumularni buniky z prodlouzené kultivace 2, 4, 7, 16 dni s pfidavkem
hydrogelu GrowDex. P<0,05 — statisticky vyznamny rozdil.

Z Grafu 6 lze pozorovat trend narGstu exprese proteinu Bax v Case V experimentalni
skupiné, oproti kontrolni skupin¢ je nartst pomalejsi. Rozdil v mnozstvi proteinu
v kumularnich bunkach pii jejich dlouhodobé kultivaci (2-16 dni) byl oproti kumularnim
bunikdm z oocytil ve stadiu MII statisticky vyznamny.
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6 Diskuze

V diplomové praci byl hodnocen vliv trojrozmérného (3D) kultiva¢niho prostiedi na in
vitro zrani kumulo-oocytarnich komplexti (COCs) prasete a kvalitu kumularnich bunék z
prodlouzené kultivace (2, 4, 7 a 16 dni). Trojrozmérné kultivacni systémy lépe napodobuji
piirozené prostiedi bunék a predchazeji komplikacim, se kterymi se potyka kultivace ve
standardnim dvourozmérném prostiedi (Jin et al. 2010). V klasické 2D kultufe dochazi
Kk pfilnuti bunék K povrchu nadoby a naruSeni spoji gap junctions, ¢imz muze byt naruSena
prokazaly ptiznivy vliv 3D prostiedi na kultivaci prase¢ich (Park et al. 2021), mysich (Pangas
et al. 2003), lidskych (Combelles et al. 2005) a koci¢ich komplexi oocytt S kumularnimi
bunikami (Colombo et al. 2019). Do dnes$niho dne nebyly publikovany Zadné studie zaméfené
na kultivaci COCs prasete ve 3D kultivaénim prostfedi vyuzivajici hydrogel GrowDex.
GrowDex je vyrobeny z nanofibrilarni celuldzy ziskané z bifezového dreva, je €isté rostlinného
pluvodu, sterilni a neobsahuje zadné Zivocisné piimési (Paasonen & Aatsinki 2020). Produkt je
pfipraveny k okamzitému pouziti a Ize jej ihned misit s buikami a kultivaénimi médii. Malé
molekuly v ném mohou snadno difundovat gelem k bunkam (Sheard 2020). GrowDex je, na
rozdil od jinych hydrogeld, teplotné stabilni, coz umoznuje manipulaci pti pokojové teploté,
usnadnuje praci s produktem a ziskéani reprodukovatelnych vysledka (Soderholm et al. 2021).
Hydrogel ma presné¢ definované obsahové slozky a lze jej upravit pfidanim rtiznych faktord
v médiu (Mimler 2019).

Ve 3D kultivaénim prostiedi s pfidavkem hydrogelu GrowDex v rtizné koncentraci (1 a
0,5 %) bylo nejprve hodnoceno jaderné zrani kumulo-oocytarnich komplext prasete. Oocyty
kultivované v kultivaénim médiu M199 s ptidavkem hydrogelu GrowDex (3D) ve vsech
pouzitych koncentracich vykazovaly srovnatelné vysledky jaderného zrani s kontrolou (2D).
Vzhledem k tomu, ze se nelisily vysledky jaderného zrani oocytt kultivovanych v koncentraci
0,5 a 1,0% GrowDex, byly v dalsich experimentech oocyty obklopujici bunky kultivovany
v modifikovaném médiu M 199 s ptidavkem GrowDex ve vyssi koncentraci, tj. 1,0%.

Vitalni stav kumularnich bun¢k z dlouhodobé kultivace byl zjistovan na zakladé
exprese markerll apoptdzy, a to anti-apoptotického proteinu Bel-2 a pro-apoptotického proteinu
Bax. Oba dva zminéné proteiny patii mezi bilkoviny Bcl-2 rodiny, které jsou schopné regulovat
propustnost mitochondrialni membrany pro cytochrom c a jsou zasadni pro cely proces vnitini
apoptotické drahy (Cai et al. 1998). Pfitomnost téchto dvou proteinti jsme prokazali ve vSech
Casovych tsecich kultivace (2, 4, 7, 16 dni) kumularnich bunék pomoci imunodetekce metodou
Western blot.

V naSem experimentu byla exprese zkoumanych proteind vztaZzena k expresi proteinu
tubulinu a, ktery se vyskytuje ve vSech eukaryotickych buiikach, kde tvoii dilezitou soucast
cytoskeletu (Gadadhar et al. 2017), a proto se vyuziva jako referencni protein. Tubulin o byl
detekovan v oblasti okolo 50 kDa, coz odpovida jeho molekularni hmotnosti 50-55 kDa (Feit
et al. 1977). Porovnavany byly vZdy hodnoty v rdmci jedné membrany.

Metodou Western blot byla hodnocena mira exprese proteinli ze skupiny Bcl-2
v kumularnich bunkach po rizné délce kultivace, a to jak z 2D, tak z 3D kultiva¢niho prostredi
s pridavkem GrowDex. Expresi proteinti Bcl-2 a Bax v buvolich kumularnich bunkéach z COCs
v metafazi II sledovali Shen et al. (2020), ktefi zjistili, Ze oproti standardnimu kultivaénimu
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prosttedi vykazuje ve 3D systému protein Bcl-2 vyssi miru exprese, zatimco protein Bax se
vyskytuje v mensim mnozstvi.

Anti-apoptoticky protein Bcl-2 o molekulové hmotnosti 26 kDa se vyskytuje
v mitochondrialnich membranach, endoplazmatickém retikulu a jaderné membrané (Jin & EI-
Deiry 2005). Jeho cilena exprese Vv oocytu vyrazné¢ oddaluje spontanni apoptézu (Morita et al.
1999). V naSich experimentech provedenych za vyuziti imunodetekce mél tento protein
statisticky vyznamné vysSi expresi v experimentalni skupiné kumularnich bunék oproti
kontrole pouze v dobé prodlouzené kultivace 16 dni. V ostatnich kategoriich o rtizné délce
kultivace byla sice z grafii patrna jeho vyssi exprese, avSak rozdily v expresi nebyly po
vyhodnoceni statisticky potvrzeny. Hypotéza, ze exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-2
v kumulérnich bunikach prasete kultivovanych ve 3D prostiedi je vyssi, nez ve standardnim 2D
kultiva¢nim prostiedi tedy nebyla statisticky potvrzena a tudiz nebylo prokazano, ze hydrogel
GrowDex podporuje vyssi expresi anti-apoptotického proteinu Bel-2.

Pro-apoptoticky protein Bax o molekulové hmotnosti 21 kDa se vyskytuje v cytoplazmé
a Vv mitochondridlni membrané (Petros et al. 2004). V experimentech Park et al. (2021)
dochézelo u prasecich COCs kultivovanych ve 3D systému k lepSimu dosazeni vyvojové
kompetence oocytu a protein Bax se v oocytech vyskytoval v mensi mife oproti oocytim z 2D
kultivacniho prostfedi. V nasich pokusech nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily
v expresi proteinu Bax mezi experimentalni skupinou kultivovanou v hydrogelu GrowDex a
kontrolni skupinou, a to v zadné kategorii. Hypotéza, ze exprese pro-apoptotického proteinu
Bax je niz8§i v kumulérnich bunkach prasete kultivovanych ve 3D prostiedi, tedy v nasem
experimentu  statisticky = prokazana  nebyla.  Vsouvislosti s apoptotickymi
zménami nadchazejicimi béhem prodlouzené kultivace kumularnich bunék Zzen zkoumali
expresi tohoto proteinu Sibiak et al. (2021) a zjistili, ze buiky kultivované prodlouZenou
kultivaci 15 a 30 dni vykazovaly oproti buikam z délky kultivace 7 dni niz§i expresi proteinu
Bax. Oproti tomu v nasich experimentech méla exprese Bax statisticky potvrzenou rostouci
tendenci, a to jak v kontrolni, tak v experimentalni skupiné, coz odpovida apoptotickym
procesum, které v bunice pfi jejim starnuti probihaji. Rozdily mezi experimenty mohou byt dany
jednak modelovym druhem a dale pak také pouzitym kultivacnim systémem.

Oproti experimentu provedeném Shen et al. (2020) jsme nezjistili statisticky vyznamny

pozitivni vliv 3D kultivaéniho systému na kumularni bunky prasete, ackoliv z hodnot
vyjadienych v grafech je patrné, ze exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-2 bylave 3D
kultiva¢nim systému vys$i nez ve standardnim 2D kultivaénim prostfedi, a naopak pro-
apoptoticky protein Bax se zde vyskytoval v mensim mnozstvi. Piestoze se Vv Zadném
experimentu statisticky nepotvrdily nase hypotézy o pozitivnim vlivu hydrogelu GrowDex na
kvalitu prase¢ich kumularnich buné€k, pfitomnost apoptotickych proteinti Bcl-2 a Bax
v bunikach kultivovanych az po dobu 16 dni svéd¢i o schopnosti bunék regulovat sviyj
apoptoticky cyklus po celou hodnocenou dobu kultivace. Z pohledu jaderného zrani i exprese
markerl apoptdzy jsou oba kultivacni systémy srovnatelné.
V budoucich experimentech by bylo mozné zaméfit se na dalsi 3D kultivaéni systémy,
naptiklad agar6zovy (Nagatomo et al. 2017) nebo kolagenovy (Joo et al. 2016) hydrogel a
detekci dalSich markert, jako jsou markery proliferace a diferenciace, napiiklad vaskularni
endotelovy ristovy faktor (VEGF-A) (Gao et al. 2019) a diferenciacni inhibitor (ID2) (Da
Silveira et al. 2014) a podobn¢.
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[ Zavér

V nasich experimentech byl sledovan vliv 3D kultiva¢niho prostiedi vyuzivajiciho
hydrogel GrowDex na in vitro zrani praseCich COCs a kvalitu kumularnich bunék
z prodlouzené kultivace. Vliv trojrozmérné¢ho kultivacniho systému byl porovnavan se
standardnim 2D kultivacnim prostfedim. Stav kumularnich bun¢k byl hodnocen na zaklad¢
exprese markert apoptézy pomoci metody Western blot. Hypotézou bylo, Ze ve 3D kultivaénim
systému bude exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-2 vyssi nez v klasickém 2D prostiedi, a
oproti tomu se zde bude vyskytovat niz§i exprese pro-apoptotického proteinu Bax. Tato
hypotéza nebyla v nasich experimentech statisticky prokazana a nebyl potvrzen vyznamny
pozitivni vliv 3D kultivacniho systému na prase¢i kumularni buniky. Z nasich experimentt je
také patrné, ze se nelisi vysledky jaderného zrani COCs, které¢ jsou kultivovany ve 2D a 3D
kultivaénim prostfedi. V dalSich experimentech by bylo mozné zamcéfit se na dalsi 3D
kultiva¢ni systémy a detekci markera proliferace a diferenciace.
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