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Abstrakt

Dizerta¢ni prace se zabyva vlivem extracelularniho ubiquitinu na UspéSnost ¢asného
embryonalniho vyvoje a dale pak moznostmi, jak zlepSit podminky pro umélé oplozeni

pomoci inkubace oocytu s regulatory ¢innosti iontovych kanald.

Pro potreby tohoto vyzkumu byla zavedena zcela nova metodika na tfidéni spermii
pomoci pratokové cytometrie a jejich naslednou kryoprezervaci. Byly ustanoveny
podminky pro uspé$né tridéni spermii na zaklad¢€ miry extracelularni ubiquitinace, které
poskytuji vysokou specifitu selekce a zaroven dostate¢ny pocet viabilnich spermii pro
oplozeni metodou ICSI. Pro naslednou kryoprezervaci pomérné velmi nizkého poctu
spermii jsme dokazali optimalizovat jiz zavedené metody tak, aby bylo mozné zamrazovat

minimalni objem spermiové suspenze i s malym poc¢tem bunek.

Nasledny experiment prokazal pfimou souvislost mezi mirou extracelularni ubiquitinace
a schopnosti spermii vytvorit spravné se vyvijejici embryo. Spermie, u kterych bylo
detekovano velké mnozstvi extracelularné vazaného ubiquitinu, byly signifikantné méné
uspésné z pohledu nasledného vyvoje embrya do stadia blastocysty po ICSI nezZ ty, které
vykazovaly nizkou droven povrchové ubiquitinace (6,2 vs. 16,7 %, P<0,001). Mira
extracelularni ubiquitinace nemé€la vliv na tspéSnost ryhovani embrya, ale souvisela s ni
uspésnost embryonalniho vyvoje po reaktivaci embryonalniho genomu (vys$si nez

4-bunécné stadium).

Hypotetickd mozZnost existence selekéniho mechanismu reagujiciho na extracelularni
ubiquitinaci spermie byla dale podpofena sledovanim vlivu maskovani ubiquitinu pomoci
protilatky. Po inkubaci s protilatkou proti ubiquitinu se signifikantn¢ zlepSila tsp&Snost

oplozeni i vyvoje do stadia blastocysty.

Inkubaci s regulatory iontovych kanalt pro K* a Ca2* bylo docileno zpomaleni starnuti
u oocyttl v MII fazi, tento efekt byl jiz pozorovan pti pouZiti gasotransmitertt NO a HaS.
Pomoci specifickych regulatort se podarilo tento protektivni vliv napodobit nebo naopak
potlacit. Vysledky tak ukazuji pravdépodobny zplisob, kterym gasotransmitery na

maturované oocyty pusobi.
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Abstract

The PhD thesis is focused on the effect of porcine sperm cell extracellular ubiquitination
on early embryonic development up to the blastocyst stage after ICSI. In addition, it also
presents a potential improvement of the technique of /n vitro fertilization using oocyte

incubation with ion channels regulators.

To address these aims, we established an entirely novel methodology for sperm cell
sorting using flow cytometry and subsequent cryopreservation. We determined the
conditions for successful sperm cell sorting based on extracellular ubiquitination rate
providing highly specific selection as well as sufficient numbers of viable sperms for
fertilization using the ICSI method. Concerning the following cryopreservation,
established methods were optimized to enable freezing of a minimal sperm cell

suspension volume with low cell numbers.

The performed experiments showed a direct relationship between the rate of extracellular
ubiquitination and the capability of sperms to give rise to a properly developing embryo.
Highly ubiquitinated sperm cells were less successful regarding the embryonic
development to the blastocyst stage if compared with the lowly ubiquitinated group (6,2 %
vs. 16,7 %, P<0,001). Interestingly, the rate of extracellular ubiquitination showed no
effect on the pronuclear formation and the first cleavages prior to embryonic genome

activation.

We hypothesized that there may exist a negative selection mechanism responding to the
extracellular sperm ubiquitination. This hypothesis was further supported by the
monitoring of the impact of ubiquitin masking using a specific antibody. The success rate
of both fertilization and development to the blastocyst stage was significantly improved

after the sperm cell incubation with the anti-ubiquitin antibody.

Incubation with K+ a Ca?* ion channel regulators enabled the suppression of ageing in
metaphase Il oocytes. This effect was previously observed after the application of NO and
H»S gasotransmitters. Using specific regulators, we were able to inhibit or enhance this
protective effect and describe the probable mechanism by which the gasotransmitters

function in matured oocytes.
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Seznam pouzitych zkratek

APC/C anafazi podporujici komplex (anaphase-promoting
complex/cyclosome)

AR akrozomalni reakce

ART metody asistované reprodukce (assisted reproductive technology)

ATP adenosintrifosfat

CASA pocitacova analyza spermii

CDK1 cyklin-dependentni kinaza 1

CO oxid uhelnaty

COC komplex oocytu a kumuléarnich bunék (

DUB deubiquitinacni enzymy

E1l ubiquitin-aktivujici enzym

E2 ubiquitin-konjugacéni enzym

E3 ubiquitin ligaza

F/T spermie zamrazené a rozmrazené spermie (frozen/thawed)

FACS tfidéni bunék na zakladé fluorescence (fluorescence-activated cell
sorting)

FITC fluorescein iso-thiokyanat (fluorescein isothiocyanate)

FSH folikuly stimulujici hormon

GV zarode¢ny vacek (germinal vesicle)

GVBD rozpad zarode¢ného vacku

hUb vysoce extracelularn€ ubiquitinované spermie (highly ubiquitinated)

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermie (intracytoplasmic sperm
injection)

LH luteiniza¢ni hormon



1Ub

MAPK

Mdm?2

MII

MPF

mtDNA

MTOC

NO

NOS

PB

PKA

ROS

SUMO

SUTI

TUNEL

Ub

UBL

UPC

UPS

Zp

minimalné extracelularn€ ubiquitinované spermie (lowly

ubiquitinated)

mitogeny aktivované proteinkinazy (mitogen activated protein kinase)
ubiquitin ligaza Mdm2 (mouse double minute 2)

metafaze II. meiotického déleni

maturaci podporujici faktor (m-phase promoting factor)
mitochondrialni DNA

centrum organizujici mikrotubuly (microtubule organizing center)
oxid dusnaty

syntaza oxidu dusnatého (nitric oxid synthase)

polové telisko (polar body)

protein kindza A

volné radikaly (reactive oxygen species)

ubiquitinu podobné regula¢ni proteiny (small ubiquitin-like modifiers)
metoda imunofluorescenéniho znaceni extracelularniho ubiquitinu
spermii (sperm-ubiquitin tag immunoassay)

metoda zna¢eni DNA zlom (terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling)

ubiquitin

ubiquitinu podobné proteiny (ubiquitin-like proteins)
ubiquitin-proteazomalni komplex
ubiquitin-proteazomalni systém

zona pellucida
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1 Uvod

V ramci své dizertacni prace jsem se zabyval vyzkumem umélého oplozeni u prasete.
Tento modelovy organismus mé v souc¢asné dobé velky potencial v zakladnim vyzkumu i
v aplikované praxi pro vyzkum lidskych nemoci. To se jiz na nékterych mistech dafi, jak
doklad4 napriklad vyzkum Huntingtonovy choroby na Ustavu zivoc¢isné fyziologie a
genetiky AV CR v Libéchové. Dal$im krokem, na kterém se jiz pracuje, je rozsahla tprava
genomu prasete, ktera by umoznovala omezit mezidruhové imunologické reakce a vyuZit
toto modelové zvife pro xenotransplantace organd nebo jako bioreaktor pro rist organt
lidskych. Umélé oplozeni je pak jeden ze zakladnich nastrojl, které tyto modifikace
umoznuji. Bohuzel prave toto odvétvi dosahuje stale velmi nizké uspéSnosti, a to i pres
intenzivni snahu mnoha védeckych tymut. B€hem mého vyzkumu jsem se snazil nalézt
zpusoby, jak tento stav alespon ¢aste¢né vylepsit. To by se mohlo povést pomoci zlepSeni
maturace oocytll v praci zminovanym ptsobenim gasotransmiterd. Hlavni tézist€¢ mého
vyzkumu pak bylo v nalezeni pomocného klic¢e pro vybér spermit, které budou mit nejveétsi
potencial k oplozeni oocytl. V jeho ramci vznikla hypotéza, Ze by oocyt mohl disponovat
mechanismem, ktery na zakladé extracelularni znacky muze rozpoznat méné kvalitni
spermie a v nékterych pripadech nedovolit vznik nového embrya schopného dalsiho
vyvoje. Touto extracelularni znackou by mohl byt, z cytoplazmy jiZ velmi dikladné

prostudovany, protein ubiquitin.

12



2 Prehled problematiky dizertacni prace

2.1 Ubiquitin-proteazomalni systém (UPS)

Ve vsech eukaryotnich bunkach se vyskytuje ATP-dependentni draha slouzici primarné
k proteolytické degradaci proteinti, ktera vSak miize zastavat i mnoho jinych funkci. Je
zaloZzena na dvou klicovych slozkach, molekule ubiquitinu (Ub) a proteazomalnim
komplexu. Ubiquitin-proteazomalni systém je velmi konzervovanou drahou a sestava se
z kaskady reakct, které umoznuji velmi precizni kontrolu a specifitu rozpoznani substratu.
Ubiquitin je maly, u eukaryot ,vSudypfitomny“ protein, jehoZ hlavni funkci je
posttranslacni znaceni proteinG urcenych vburce k degradaci. Tato degradace poté
probiha vétSinou v exekucni sloZce celého systému, v 26S proteazomu, pripadné mize

znaceni pomoci Ub vést i k transportu do lysozomu.

UPS je zapojen v mnoha bunéénych dé¢jich. Prostrednictvim specifického odbouravani
urcitych proteint je naprosto esencialni pro regulaci bunééného cyklu a diferenciaci
bun€k, uplatnuje se viizeni odpovédi na extracelularni podnéty, v prezentaci
membranovych receptord a iontovych kanalt. Je nezbytny pro regulaci transkripce,
opravy DNA, uml¢ovani genli a regulaci apoptdzy. Mezi jeho cile patfi i proteiny na
endoplazmatickém retikulu, cykliny a cyklin-dependentni kinézy i jaderné proteiny. UPS

také degraduje poSkozené a chybné¢ slozené proteiny.

Pod kontrolou tohoto systému je fada velmi dlileZitych signaliza¢nich drah, UPS reguluje
mnozstvi kaspaz, proteint regulujicich buné¢nou smrt (Blc-2), onkogennich a tumor
supresorovych proteind (P53, c-Jun, c-Fos) nebo obecnych transkripénich faktort

(NF-xB, HIF-1), kter¢ jsou diikladné studovany pro moznosti 1é¢by v klinické praxi.

UPS je navic velmi tésn€ propojen s fadou analogickych drah regulovanych proteiny jako
jsou SUMO (small ubiquitin-like modifiers) a UBL (ubiquitin-like proteins). Zasadni roli
hraji také deubiquitina¢ni enzymy (DUB), které dale upravuji zacileni tohoto systému.
Regulacni sit navazand na UPS je tak srovnatelna se systémem rizeni bunéénych d&ja
pomoci posttransla¢nich fosforylaci proteind (Glickman a Ciechanover, 2002; Thompson
et al., 2008). Za objev a popis funkce UPS ziskali v roce 2004 Nobelovu cenu Avram

Hershko, Aaron Ciechanover a Irwin Rose.

2.1.1 Ubiquitin
Zéakladem UPS je vazba Ub na substrat nebo na jinou molekulu Ub pfi tvorb¢ retézce. Ub

je maly protein (8,5 kDa) skladajici se ze 76 aminokyselinovych zbytkd. Jeho struktura je
13



evolu¢né velmi konzervovana a velmi dulezitou roli hraje sedm lysinovych zbytkd (K6,
K11, K27,K29, K33, K48, K63), které slouzi k navazani na substrat a také k vazb¢ dalSich
molekul Ub a tvorbé velmi variabilnich polyubiquitinovych (polyUb) fetézct, jejichz
podoba muze také urcovat dal$i osud daného proteinu (Pickart, 2004). Vazba Ub je
reverzibilni kovalentni vazbou mezi C-koncovym glycinovym zbytkem molekuly Ub a
lysinovym zbytkem na cilovém proteinu nebo na predchozi molekule Ub v polyUb retézci,
v nékterych pripadech muize byt ale Ub vazan i pres rezidua serinu, threoninu nebo i
cysteinu substratu (Ciechanover a Stanhill, 2014). PolyUb fetézce mohou byt
homotypické (molekuly Ub se vazi pres lysinové zbytky na stejném mist¢ retézce), nebo
heterotypické (Ub se retézi pres rizné lysinové zbytky). Pravé vice molekulami Ub je
modifikovano 80 % - 90 % ze vSech proteinG urcenych vburce k degradaci (Lee a
Goldberg, 1998). Vlastni degradace intracelularnich proteind muzZe probihat nékolika
zpusoby, nejcastéji pomoci 26S proteazomu, pricemz dany substrat je vétSinou znacen
pomoci ¢tyt molekul Ub vazanych na sebe pres K48 (Thrower et al., 2000). Dal$i moZnosti
je smérovani do lysozomu, kde je dany protein bud monoubiquitinovan nebo je polyUb
fetézec tvoren vazbami pres K63. Ubiquitinaci nékterych membranovych proteint jsou

také znaceny paternalni mitochondrie uréené k degradaci v zygot¢ (Sutovsky, 2018).

Kromeé role spojené s UPS méa Ub i funkce, které nejsou pfimo propojené s degradaci.
Jedna se o dlouhodobé ubiquitinace histoni bez nasledné proteolyzy, ¢imz dochazi
k regulaci transkripce, nebo o regulaci endocytdzy (Conaway, 2002). Mize také slouZit
jako marker cytoplazmatické ¢asti membranovych proteint pro smérovani do endozomu,
resp. do MVD (multivesicular bodies), které ale nejsou uréeny vzdy k fizi s lysozomem a

mohou byt i exocytovany do extracelularniho prostoru (Buschow et al., 2005).

Pomoci specifickych vacka je Ub i s dal§imi komponenty UPS transportovan do lumen
epididymis. Tato sekrece probiha zapikalnich bunék epitelu nadvarlete pomoci
epididymozomi a tzv. ,,apical blebs“ a tois dal§$imi komponenty UPS (Baska et al., 2008).
Transportem Ub do epididymalni tekutiny se hloub¢ji zabyva kapitola 2.2.2.

V extracelularnim prostoru neni funkce Ub tak podrobné prostudovana jako jeho funkce
v cytoplazmeé. Je v§ak detekovatelny prakticky ve vSech télnich tekutinach (krevni plazma,
mozkomis$ni mok, semindalni, epididymalni a folikularni tekutina a bronchoalveolarni
mok) a jeho koncentrace se mize zvySovat i desetkrat az stokrat v souvislosti s nékterymi
onemocnénimi. Takto zvySena koncentrace se ale dava do souvislosti spiSe s mnozstvim
poskozenych bun€k, jejichz obsah se do uvedenych t€lnich tekutin dostane. Vyssi
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koncentrace extracelularniho Ub ve folikularni a epididymalni tekutin€ vSak sv€déi o
aktivni sekreci Ub (Majetschak, 2011).

2.1.2 Vazba Ub na substrat

Pro navazani Ub je potieba kaskada tii reakci, které v kazdém dal§im kroku umoznuji
vys$$i specifitu a selektivnost vazby. Nejprve je molekula Ub pripojena pres jeji C-konec na
ubiquitin — aktivujici enzym (E1). Ktomuto kroku je nezbytna energie
z adenosintrifosfatu (ATP), kterd umozni vytvoreni thioesterové vazby mezi enzymem a
molekulou Ub. Poté se mize Ub navazat na ubiquitin-konjuga¢ni enzym (E2). E2 je
béhem tohoto navazani jiZ vétSinou pripojen k ubiquitin ligaze (E3), ktera zajistuje vlastni
pfenos na aminoskupinu lysinového zbytku substratu nebo predchozi molekulu Ub
v polyubiquitinovém fetézci. Ub je vazan na substrat nejcastéji izopeptidovou vazbou,
kterd vznikd mezi o-karboxylovou skupinou glycinu na C-konci ubiquitinu a
e-aminoskupinou postranniho fetézce lysinu na cilovém proteinu (Hershko a

Ciechanover, 1998).

Regulace kaskady vedouci k navdzani Ub na substrat je pyramidove hierarchicka.
V eukaryotickych bunkach existuje jen nékolik E1 enzymd, Casto varianta jedina.
Ubiquitin-konjugacnich enzymt pak zname nekolik desitek, u ¢lovéka pres 40 a celkové
do stovky. E2 enzymy pak nejsou pouhymi prenaseci Ub a jejich centralni role umoziuje
lepsi kontrolu nad UPS. Zajimava je napfiklad regulace pomoci nekovalentni vazby Ub na
opacnou stranu povrchu enzymu, nez je katalyticka kapsa aktivniho mista, u riznych typt
E2 muze tato vazba ovliviiovat Cinnost jak pozitivné, tak negativn€. Samoziejme i E2
enzymy mohou byt samy oznaceny klasickou vazbou Ub a urceny k degradaci
v proteazomu. MlZe také dochazet k ovlivnéni pomoci kovalentni vazby n€kterych malych
molekul nebo efektorovych proteind nékterych patogend a naopak velmi zridka jsou

regulovany pomoci fosforylace (Stewart et al., 2016)

Hlavni podil na fizeni rozpoznani substratu pomoci UPS maji specifické ubiquitin ligazy
a jejich regulace. Téchto enzymu existuje v eukaryotickych bunkach nékolik set a jejich
¢innost muze zaviset na Sirokém spektru interakci a vazeb. Kazdy z téchto enzyma muize
rozpoznavat celou radu ruznych substrati a rovnéZz interaguje svice typy Ub-
konjugacnich enzymid. E3 se rovnéZ mohou véazat na E2 jeSt€¢ pred prenosem
aktivovaného Ub na E2 a tato vazba pak ovliviiuje reaktivitu E2 s Ub (Gao a Karin, 2005;
Stewart et al., 2016). E3 enzymy se podle zptsobu prenosu Ub na substrat déli do dvou
skupin (Obr. 1). Prvni skupina obsahuje enzymy tvorené jednim polypeptidem, ktery
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obsahuje HECT (Homologous to E6AP C-Terminus) doménu v ¢asti enzymu, ktera vaze
E2-Ub. Na tuto velmi konzervovanou doménu se prenasi a kovalentn¢ vaze molekula Ub
a teprve poté je prenesena na substrat, priCemz vazbu substratu zajiStuje jind doména
téhoz polypeptidu. Druha skupina Ub ligaz se poté sklada ze dvou polypeptidickych
fetézcd, kde jeden vaze substrat a druhy E2-Ub pomoci RING (Really Interesting New
Gene) domény. Pienos Ub na substrat se v tomto piipadé déje rovnou z E2 a E3 enzym

pouze pomaha vytvorit izopeptidovou vazbu mezi Ub a substratem (Pickart, 2004).

E2 vazajici
doména (HECT)
Substrat vazajici
doména

Substrat

E2 vazajici SH
doména (RING)

Substrat vazajici

doména

Obréazek 1: Hlavni tfidy ubiquitin ligdz. a) HECT doména vaZe dany ubiquitin-konjugaéni enzym (E2) a
docasn€ vaze ubiquitin pres cysteinovy zbytek. Jind doména stejného proteinu zaroven vaze substrat a
ubiquitin se poté na substrat prenasi. b) ubiquitin ligaza se sklada ze dvou proteind, prvni obsahuje RING
doménu, druhy vaze specificky substrat. Spolecné zajistuji pribliZzeni E2 s Ub a substratu. Prenos zde
probihé pfimo, bez do¢asné vazby Ub na E3 (prevzato Pickart, 2004, upraveno).

b)

Cinnost E3 mize zaviset na interakcich s jinymi proteiny, které stejné jako u E2 mohou
svou vazbou pusobit na E3 aktivacné nebo mohou byt velmi dobrymi inhibitory pro vazbu
substratu. Velmi dobre prostudovanym prikladem je E3 ligdza Mdm2 (Mouse double
minute 2), ktera je specifickou ligdzou pro tumor supresorovy protein P53 a ktera podléha

velmi komplexni regulaci (Sane et al., 2017).

Ub ligazy mohou byt také regulovany pomoci ubiquitinace nebo i autoubiquitinace. Vazba
Ub na enzym pak muZe vyvolavat radu odpovédi. E3 mizZe byt samoziejmé pomoci Ub
oznacena k degradaci, ale podobné jako u E2 miZe mit vazba Ub jinou regula¢ni funkci.
U nékterych ligaz (napt Ring1B) je dokonce monoubiquitinaci podminéna cela jejich
funkce (Ben-Saadon et al., 2006).
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Stejné jako naprosta vétSina dalSich bunéénych proteind jsou i E3 regulovany
specifickymi fosforylacemi, coz op€t mize vést ke zmen¢ funkénosti i reaktivity, a to i

v zavislosti na fosforylaci substratu (Gao a Karin, 2005).

Vazba Ub na substrat je tedy velmi specificky fizena a moznosti této posttranslacni
modifikace mohou dosahovat komplexity systému fosforylaci proteini. Narozdil od
fosforylace ale nema ubiquitinace lehce rozpoznatelné a presné dané misto nebo motiv
pro vazbu v cilovém proteinu. V ojedin€lych pripadech jsou tato mista v proteinu unikatni
nebo alespon vykazuji jisté obecné podobnosti, ale Ub se vétSinou vaze na nejraznéjsi
lysinové zbytky v polypeptidickém fretézci, pripadné nékdy i na serin, cystein nebo

threonin (Ciechanover a Stanhill, 2014).

2.1.3 Ubiquitin-proteazomalni komplex (UPC)

Exekutivni slozkou UPS je 26S proteazom skladajici se z 20S jadra, které vaze dva 19S
(PA700) proteazomy. Mohou vSak vznikat i alternativni podoby, kdy 20S jadro vaze dva
118 proteazomy (PA28) nebo PA200 podjednotky. Vyskytuji se i hybridni podoby vzniklé

jejich kombinacemi nebo samostatné 20S jadro (Obr. 2).

a)

198

20S

1S

Obrazek 2: Znazornéni jednotlivych ¢asti a moZnych kombinaci stavby proteazomu. (a) jednotlivé
proteazomalni podjednotky, 19S proteazom (base a lid), 20S katalytické jadro a alternativni regula¢ni
podjednotka 11S, (b) slozeny 26S proteazom, (c) hybridni proteazom s rlznymi regula¢nimi
podjednotkami, (d) 20S katalytické jadro sregula¢ni podjednotkou PA200 (prevzato Sutovsky, 2011,
upraveno)
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2.1.3.1 20S proteazom

Toto jadro 26S proteazomu se sklada ze sedmio podjednotek a stejného poctu
B podjednotek, které jsou valcovité usporadany do Ctyt kruht kolem centralniho péru.
Podjednotky o tvori dva vné&jsi kruhy, podjednotky {3 tvori kruhy vnitini, které zajistuji
vlastni proteolytickou aktivitu. Ta je umozZnéna pomoci hydroxylové skupiny
N-terminalniho threoninu podjednotek 31, 32 a 35, ktera umoznuje nukleofilni atak na
fetézec degradovaného proteinu (Tanaka, 2009). Ke $tépeni dochazi uvnitit péru mezi
prstenci z 3 podjednotek a vstup do néj je fizen prstenci z o podjednotek a navazanymi

regula¢nimi podjednotkami, které nemusi byt vzdy pfitomny.

Jsou také popsany dalsi dvé izoformy 20S proteazomu, které maji dlohu v imunitnim
systému. Jsou jimi imunoproteazom a thymoproteazom, u kterych se li§i prave
proteolytické podjednotky vnitfnich prstenc 31, 32 a 5. Imunoproteazom se vytvari
v reakci na interferon y a ucastni se na St€peni proteinli pred vystavenim antigend na
MHC-I. Jak nazev napovida, thymoproteazom je vytvaren specificky v epitelidlnich
bunkach brzliku a ma klicovou roli pfi tvorbé a selekci MHC-1 v CD8* lymfocytech
(Murata et al., 2018).

2.1.3.2 Regulac¢ni podjednotky 26S proteazomu

Ackoli se 20S proteazomalni katalytické jadro miize vyskytovat i samostatn€¢ a byt
regulovano pomoci o podjednotek vnéjsich prstenct, vétSinou je vstup do centralniho
poru regulovan navazanymi podjednotkami, které jej mohou blokovat nebo ridit vazbu
proteind s navazanym Ub nebo pfipadné prenaSec, které interakci UPC a proteinu

urceného k degradaci zajistuji.

Nejbeznéji se 20S proteazom vyskytuje vkombinaci sdv€éma 19S regula¢nimi
podjednotkami, které uzaviraji oba konce centralniho poru. 19S proteazom je tvoren 19
podjednotkami, z nichz Sest ma vlastni ATPazovou aktivitu, ktera vétSinou souvisi
s rozbalovanim protein. VyuZiti energie z ATP je vSak nezbytné i pro samotné slozeni a
stabilizaci UPC. Hlavni funkci 19S proteazomu je specificka vazba proteinu uréeného
k degradaci a translokace tohoto proteinu do poru 20S proteazomu. Neékteré
z podjednotek maji deubiquitinaéni funkci a depolymerizuji Ub retézec Stépeného

proteinu, aby tento mohl byt znovu vyuzit.

Regulac¢ni podjednotka 11S (nebo také PA28) se vyskytuje v n€kolika izoformach (o, B,

of, y) a proteazomy regulované témito podjednotkami se obecné neucastni Stépeni
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celych proteint degradovanych v 20S poéru. Spise ma stimulaéni efekt na peptidazovou
aktivitu 20S jadra a na Stépeni intermediatq, které vznikly po $tépeni v 26S proteazomu,
se kterym muzZe takto tvoreny proteazom fungovat kooperaén¢ (Glickman a Ciechanover,
2002).

Podobny efekt ma i PA200 regula¢ni podjednotka, jejiz vazba na 20S proteazom vede ke
stimulaci hydrolyzy kratkych peptidd. Také mé dualeZitou roli v degradaci acetylovanych
histoni béhem oprav DNA v prabéhu spermatogeneze a je nezbytna pro jeji spravny
prabéh (Khor et al., 2006).

2.1.4 Rozpoznani ubiquitinovanych proteinl proteazomem

Ubiquitinované proteiny jsou proteazomalnim komplexem rozpoznavany pomoci trech
typa receptori. Hlavni tfidou jsou podjednotky regulacni ¢asti 19S proteazomu, které
nemaji ATP-azovou aktvitu a obsahuji kratkou helikalni ¢4st nazvanou UIM (ubiquitin
interacting motif). Druhou skupinou jsou kyvadlové prenasece obsahujici UBL doménu,
které dokazi vazat zaroven ubiquitinovany substrat a 26S proteazom a zprostredkovavat
jejich interakci. Posledni tfidu lze definovat jako komplexy zaloZené na Cdc48, ty jsou
zapojeny predev§im pfi rozpoznani proteinu proteazomalnim komplexem asociovanym
s endoplazmatickym retikulem, ale mohou interagovat i s26S proteazomem voln¢

v cytoplazmeé.

Standardni signal pro degradaci je pravé homotypicky polyUb retézec 4 molekul Ub
vznikajici pripojovanim nové molekuly Ub pies lysin na pozici 48 ke glycinu na C-konci
predchoziho Ub. Tento retézec je tedy zaloZen na pouze jediném vétveni a v rdmci kazdé
molekuly Ub a je homotypicky, takze vSechny molekuly Ub se vazi pres lysinovy zbytek na
predchozi molekule. Mohou vSak vznikat i heterotypické retézce svicenasobnym
vétvenim. Razné typy retézci nebo i monoubiquitinaci se také mohou kombinovat a
doplnovat (Ciechanover a Stanhill, 2014). Cely systém pak muzZe nabyvat jeSté vyssi

komplexity pfi zapojeni riznych UBL.

Krozpoznani proteinu uréeného k degradaci proteazomem je tedy vétSinou zapotiebi
znaCeni pomoci polyUb retézce. Neni to vSak jedind moznost. Zvlasté pro vyvoj a
diferenciaci bunék je dualezité i smérovani proteind k degradaci v proteazomu pomoci
vazby pouze jedné molekuly Ub (Boutet et al., 2007; Carvallo et al., 2010) nebo n¢kolika
molekul Ub, které ovSem nejsou vazany do polyUb retézce (Dimova et al.,, 2012).

Podrobné studie ukazaly, Ze pomoci monoubiquitinace mohou byt degradovany pouze

19



proteiny, jejichZ délka je mezi 20-150 aminokyselinovymi zbytky. Délka alespon 20 zbytkt
se zda byt nezbytnid pro prekondni vzdalenosti mezi vazebnym mistem pro Ub
proteolytickym jadrem 20S poru (Shabek et al., 2012). Se vzrlstajici velikosti
degradovaného proteinu roste i as potiebny pro jeho degradaci. V tom pripadé jiz pouha
monoubiquitinace nemusi poskytovat dostate¢né stabilni vazbu, ktera by umoznila
efektivni St€peni proteinu. Nékteré substraty priblizujici se délce 150 aminokyselinovych
zbytkd (napf. cyklin B1, p5S0) jsou pro vétsi stabilizaci zna¢eny mnozstvim jednotlivych
Ub namisto tvorby polyUb retézce (Ciechanover a Stanhill, 2014), krat3i peptidy jsou pak
Stépeny pomoci oligopeptidaz (Saric et al., 2004).

2.1.5 Ubiquitin-like proteiny (UBL)

Podobné jako pomoci Ub mohou byt nékteré proteiny postranslaéné modifikovany
pfipojenim UBL. Dvéma nejlépe prostudovanym zastupcim patii SUMO a Nedd8
(neural precursor cell expressed developmentally downregulated-8), které vykazuji velmi
podobnou prostorovou strukturu jako Ub, prestoze sekvencné si jsou podobné pomérné
malo, napt. Sumo1 je s Ub sekven¢né homologni v 18 %, naproti tomu Nedd8 je v rdmci

sekvence podobny Ub z 80 %.

Stejné jako Ub se také vazi vétSinou pres lysinovy zbytek substratového proteinu a
u nékterych (Sumo2/3) je mozné detekovat i tvorbu fetézcd. Nejen svym prostorovym
usporadanim jsou podobné Ub, ale i jejich aktivacni a konjugacéni enzymy vykazuji

znacnou podobnost s enzymy E1a E2 (Thompson et al., 2008).

Jejich pisobeni v§ak mutze byt nékdy synergické a jindy naopak naprosto protichiidné,
napf. priregulaci proteinu p53 vede jeho ubiquitinace k degradaci, kdeZto sumoylace vede
k jeho stabilizaci a aktivaci. Navic stejny mechanismus plati i pro Mdm2, coZ je ov§em
ubiquitin ligaza, ktera modifikuje p53, ale sama je aktivovana vlivem SUMO (Herrmann
et al., 2007).

V posledni dobé se zkouma vliv sumoylace na vyvoj spermii a vysledky ukazuji, Ze tato
modifikace proteint je zapojena i do regulace mnoha procesii v rdmci spermatogeneze.
Proteiny SUMO byly detekovany v jadre spermatogonii a predpoklada se jejich ucast na
regulaci meidzy, uml¢ovani gent ¢i asociace s DNA poSkozenim. Pfipadné by mohly byt

také pouzity jako negativni marker kvality spermii (Vigodner et al., 2013).
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2.1.6 Deubiquitinacni enzymy (DUBSs)

Odstranéni Ub signdlu z degradované proteinu zajiStuje hlavné deubiquitinacni enzym,
ktery je primo soucasti podjednotky Rpn11 v 19S proteazomu. K od$tépeni Ub dochazi
jesté pred degradaci a uvolnény Ub muze byt znovu pouZit pro znaceni jiného substratu
(Thompson et al., 2008; Saeki, 2017). Paleta mozného puisobeni DUBs je vS§ak mnohem
pestiejSi a neni pevné spjata s proteazomalnim komplexem a degradaci proteind. U
¢loveka bylo jiz identifikovano pres 100 riznych DUBSs a lze je roz¢lenit do Sesti riiznych
tfid, z nichz nékteré jsou specifické pro UBL proteiny. Mohou odStépovat celé polyUb
fetézce od substratu nebo postupné uvolfiovat jednotlivé molekuly Ub (Mevissen a

Komander, 2017). Spektrum DUBs umoziiuje jesté komplexnéjsi fizeni celého systému.
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2.2 Vyvoj a selekce spermii

2.2.1 Spermatogeneze

Vznik samcich pohlavnich bun€k se odehrava v kanalcich varlete po dosazeni pohlavni
dospélosti daného jedince a sklada se ze trech fazi. Béhem prvni, proliferacni, se
nediferenciované kmenové spermatogonialni burky, které jsou trvale usazeny mezi
Sertoliho a Leydigovymi bunikami u stény kanalku, kontinualné mitoticky d€li a vytvareji
populaci dcefinych bunék, které jiz nejsou navazany na Sertoliho buriky a stavaji se z nich
diferencujici spermatogonie typu A. Ty dale projdou n€kolika dal$imi cykly mitotického
de€leni. Pocty takto nové vznikajicich bun€k jsou vskutku pozoruhodné, a to zvlasté u
kanct, kde primérna denni produkce ¢ini 7x10° na kazdy gram tkané varlete, coz celkové
vede ke vzniku primérné 1,7x10° spermii (Almeida et al., 2006). Béhem téchto déleni
zustavaji vznikajici bunky stale propojeny pomoci relativné slabych cytoplazmatickych
mustkd. V pribéhu téchto cykld se zméni jejich citlivost k SCF (stem cell factor) a stavaji
se z nich spermatogonie typu B, které predstavuji posledni bunky délici se mitoticky a
davaji vzniknout spermatocytim prvniho radu. Druhou fazi je meiotické déleni, kdy se
tvori haploidni spermatické buriky. Primarni spermatocyty projdou prvnim meiotickym
délenim a vznikaji tak sekundarni spermatocyty. Nastava druhé meiotické déleni a tvori
se spermatidy, které jsou stale propojeny cytoplazmatickymi mustky. Geneticky jsou
spermatidy haploidni, ale mRNA a nékteré proteiny mohou mezi jednotlivymi
spermatidami prechazet a diky tomu funguji spiSe jako kdyby byly diploidni. BEhem
téchto de€leni se bunky postupné vzdaluji od populace kmenovych spermatogonii

uhnizdénych mezi Sertoliho burikami a dostavaji se k lumen kanalku varlete.

Posledni fazi spermatogeneze je spermiogeneze, cozZ je morfologicka zména z plivodné
ovalné spermatidy ve funkéni spermii. Musi dojit ke kondenzaci jadra, ktera je umoznéna
vymenou v priméru 90 % histonu za protaminy. Ty umoziuji tésnéjsi sbaleni jadra diky
velkym ¢astem tvofenym argininem, ktery neutralizuje fosfodiesterovou kostru DNA.
Odstinéni zaporného naboje dovoluje sbaleni DNA do toroidni (tvar civky) podoby.
Pivodni histony na sebe vazi 2-15 % DNA, a pravé tyto casti genetické informace jsou
funkéni geny, které maiji jistou roli pro spermiogenezi, vykazuji posledni aktivitu béhem
kondenzace, a poté se uplatnuji bezprostiedné po oplozeni. Dokonce nekteré z téchto

histond pretrvavaji az do samciho prvojadra (Ward, 2010).

Podstatnou zménou prochazi Golgiho komplex, ktery slouZi jako zaklad akrozomalniho
vacku a tvori pak Cepicku spermie. Tedy alespon podle bézné prijimané teorie, ackoli
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existuji i nazory, Ze akrozom je spiSe organelou odvozenou od lysozomu (Berruti, 2016).
V neposledni fadé je velmi silné redukovana cytoplazma spermie, kterd se oddéluje od
bunky v podobé kapének (droplets) poté, co tyto putuji podél bic¢iku k distalnimu konci
spermie. Tyto kapénky miizeme dobre pozorovat pii odbéru spermii prfimo z varlete, ale i
v ejakulatu lze najit spermie, které tyto kapénky na bi¢iku maji a obecné se povazuji za

morfologickou abnormalitu a zndmku zhorSené kvality spermie.

2.2.2 Maturace spermii

Po vzniku haploidnich spermatid ve varlatech a jejich morfologické zméné v ramci
spermiogeneze nejsou spermie stale schopné oplodnit oocyt. Pro ziskani kompetence
k oplozeni musi jeSté prob&hnout celd rada zmén vramci jejich prichodu kanalkem
epididymis, ktera se nazyva maturace spermii. Tato vyvojova etapa je z pohledu mé prace
velmi podstatna, protoze pravé béhem ni dochazi k navazani extracelularniho Ub, ktery
potom patrné¢ muize ovliviiovat dal$i osud dané spermie. Béhem této maturace ziska
spermie potiebnou motilitu a dojde ke zménamve stovkach povrchovych i
intracelularnich proteind. V nadvarleti jsou také uchovavany zralé spermie pied ejakulaci.
Lumen epididymis s velmi komplexnim sloZzenim epididymalni tekutiny v jednotlivych
Castech zajiStuje optimalni podminky pro udrZeni spermii v Zivotaschopném stavu a

pomoci pripojeni dekapacita¢nich faktort je udrzuje v klidovém stadiu (Obr. 3).
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Obrazek 3: Modifikace na membrané spermii v pribéhu jeji maturace. Behem zrani v nadvarleti dochazi
k ptipojeni dekapacita¢nich faktort (DF) a ubiquitinu (Ub) na membranu spermie. V sami¢im pohlavnim
traktu dekapacita¢ni faktory disociuji spole¢né s cholesterolem (CH), ¢imz se zvySuje fluidita membrany a
spermie kapacituje (pfevzato Reid et al., 2011, upraveno).
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Maturace spermii v nadvarleti zahrnuje zmény v morfologii, biochemii a fyziologii
spermie, méni se hlavné sloZeni plazmatické membrany a organizace akrozomalniho
vacku. U mySi, kterd patii jako nejbe€znéj$i savéi modelovy organismus k nejlépe
prozkoumanym, je jiz popsano odstranéni vice nez jednoho tisice proteinti béhem
prichodu epididymis, zatimco dalSich sedm set je nove pridano (Skerget et al., 2015).
Tyto proteiny jsou do epididymalni tekutiny sekretovany prevazné merokrinni (ekrinni)
cestou pres endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex nebo alternativni apokrinni
cestou odStépovanim vacka z apikalnich bunék epitelu lumen nadvarlete, tzv. ,apical
blebs“ a epididymozom (Obr. 4). Pravé apokrinni sekrece se velmi ¢asto objevuje
v organech spojenych s reprodukci a byla jiZ popsana v prostaté, seminalnich vaccich,
pridavnych pohlavnich zlazach, chdmovodu, dé€loze a bézné zndmym prikladem jsou i
prsni Zlazy. Tento typ sekrece je také ¢asto pod kontrolou pohlavnich hormonti a zac¢ne se

objevovat az v ramci pohlavniho dospivani.

Obrazek 4: Znazornéni apokrinni sekrece do intraluminalniho prostoru v epididymis pomoci ,,apical blebs“
(AB) a epididymozomt (EP). Vpravé casti je vidét detail fotografie zelektronového mikroskopu
s viditelnymi epididymozomy (ptevzato Sullivan et al., 2007, upraveno).

Epididymis spojuje varlata s chamovodem a je tvofen kanalkem v délce az nékolika
desitek metrd. DéEli se na tfi ¢asti: caput (hlava), corpus (télo), cauda (ocas). Privodni
kanalky usti na vrcholu varlete do ¢asti caput, ktery se spolecné s ¢asti corpus podili na
maturaci, distalni caput pak uchovava zralé spermie a prechazi do chdmovodu. Kanalek
ma zuzujici se primér a zmény oznacované jako maturace jsou fizeny vnitinim

prostfedim v jeho lumen. Epididymalni kanalek je charakteristicky pseudo-vrstevnatym
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epitelem stésnymi spoji (tight junction) mezi jednotlivymi bunkami, coZ umoznuje
slozeni epididymalni tekutiny vIlumen se znacné odliSnou koncentraci elektrolyta a
makromolekul od ostatnich télnich tekutin. Epididymalni tekutina ma také v jednotlivych
¢astech nadvarlete znacéné odliSné sloZeni a maturace spermii je velmi presné rizena i
vramci posloupnosti jednotlivych procesi béhem prichodu kanalkem epididymis.
Nutnost fizeni zmén vnéjSim prostredim je logicky dana kompaktnim jadrem spermie,
které neumoznuje transkripci, a velmi redukovanou cytoplazmou, kde neprobiha
translace, a moznosti regulaci takto komplexnich zmén jsou velmi omezené. Naopak byly
popsany velké rozdily v genové expresi bun¢k nadvarlete v caput oproti corpusu a caudé
(Thimon et al., 2007; Cornwall, 2009).

Epididymozomy byly poprvé popsany v osmdesatych letech jako 10-250 nm velké vacky a
je mozné je rozdélit do neckolika podskupin sodliSnymi funkcemi. Nékteré znich
transportuji svlij obsah do lumen epididymis, timto zpiisobem se dostava do epididymalni
tekutiny i vétSina sloZzek UPS (Baska et al., 2008), jind skupina vackd se vaze na
odumirajici spermie a patrné tak chrani ostatni spermie pred plisobenim ROS (reactive
oxygen species) vznikajicich pfi rozpadu odumirajicich spermii. Epididymozomy, které
muzeme rozpoznat jako CD9 pozitivni, se mohou vazat na spermie, fzovat s nimi pres
tetraspaninovy komplex, a vnaSet nékteré proteiny pifimo do membrany viabilnich
spermii. Jiné typy maji zase naopak vyrazné vyssi afinitu k hlavickdm neviabilnich spermii
(Sullivan, 2015).

2.2.3 Selekce spermii v nadvarleti

Pred samotnou ejakulaci dochézi k selekci vadnych a neviabilnich spermii prave
v nadvarleti. Béhem prichodu nadvarletem jsou tyto spermie oznaceny a poté odstranény
pomoci fagocytdzy epitelidlnimi bunikami nadvarlete nebo makrofagy pritomnymi
v epididymalni tekutiné, ¢imz dochazi k poklesu koncentrace defektnich spermii
v distalnich ¢astech kanalku (Sutovsky, 2003).

Mozny zptsob fungovani tohoto systému neni zatim dostate¢né prozkouman, a to jak
v ohledu na mechanismus urceni vadnych spermii, tak i nasledné degradace. Velmi dobre
je v8ak popsana vazba mezi mirou extracelularniho Ub a proteinti rodiny SUMO (hlavné
SUMO1, SUMO2/3) a defektnimi spermiemi (Vigodner et al., 2013; Sutovsky, 2018).
MnoZstvi membranovych a povrchovych proteind, které jsou znaceny Ub, negativné
koreluje s kvalitou spermii ve vzorku (viabilita, motilita, normalni morfologie, vyssi
koncentrace na ml ejakulatu) a naopak pozitivné koreluje s poSkozenim jadra jedno-
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fetézcovymi zlomy (Sutovsky et al., 2002; Hodjat et al., 2008). Ubiquitinované spermie
také castéji vykazuji Spatnou morfologii bi¢iku (zdvojeny nebo stoceny bicik) a

abnormality jako naptiklad zdvojenou hlavicku spermie.

2.2.4 Hodnoceni kvality spermii a SUTI (sperm ubiquitin tag
immunoassay)
Charakterizace kvality spermatu se v sou¢asné dobé provadi hlavné analyzou spermii pod
mikroskopem nebo pristrojové pomoci pocitaCem asistované analyzy spermatu
(computer-assisted semen analysis neboli CASA). Vyhodnoceni spermiogramu, vyjma
koncentrace, je pomérné subjektivni zaleZitosti a vyzaduje zna¢nou praxi. Vyhodnoceni
spermatu pomoci pocitacové analyzy dosahuje velmi podobnych vysledku jako klasické
vySetieni pod mikroskopem (Vested et al., 2011), navic v soucasné dobé¢ je i snadno a
Siroce dostupné napriklad jako dopln€k oblibeného néstroje Imagel, ktery se sice
nevyrovna specialnimu software, ale i tak poskytne velké mnozstvi informaci, které by
neSkoleny pozorovatel neodhalil. Timto zpusobem je mozné rozpoznat nejen
morfologické abnormality, ale i charakteristiku pohybu a ¢aste¢né i schopnost kapacitace
a stav akrozomalniho vacku. Tento zplisob hodnoceni také umoznuje analyzu vyrazné

vétsiho poctu spermii (van der Horst et al., 2018).

Dal$i moznosti, jak charakterizovat kvalitu vzorku spermii, ktery pak jiz ale neni dale
mozné pouZit, je ovéreni stavu plazmatické membrany hlavicky spermie nebo akrozomu.
Nejjednoduseji se provadi pomoci konvencniho barveni po fixaci pomoci formaldehydu,
alternativné pak na zZivych spermiich pomoci nékteré fluorescencni latky, ktera se vaze na
jadro, ale neprochazi plazmatickou membranou, napft. propidium jodidu, nebo pomoci
barveni, kde je barvici latka aktivné transportovana do bun¢k, napt. SYBR-14 (Katila,
2001). Vzhledem k minimalnimu objemu cytoplazmy vSak tento zplisob urc¢ovani viability

neni prili§ vhodny.

Ovéreni kvality spermii je mozné i znacenim pomoci lektini, napt. PNA (peanut
agglutinin) nebo PSA (pea agglutinin), konjugovanych s fluorescen¢éni latkou. Tyto
lektiny se vazi na Spatné zformovany akrozom s piistupnou membranou, pripadn€ na
komponenty akrozomalni matrix. Tento stav muze vzniknout bud jiZ béhem
spermiogeneze ve varlatech nebo v epididymis, nebo po ejakulaci nasledkem predcasné
kapacitace, ¢i nespravného odbéru. Tato metoda vSak také neni zcela spolehlivd, jelikoz u
nekterych spermii muaze dojit k vazbé na membranu i v dasledku zacinajicich zmén

zpusobenych spontanni kapacitaci po ejakulaci. Rozdil je pomérné obtizné rozpoznatelny
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pfi pfimém pozorovani podle odliSného vzoru barveni, ale ¢astecné to znevyhodnuje tuto
metodu pri pouziti napriklad s priitokovou cytometrii, pokud neni vyhodnoceni zaloZené

na rozpoznani obrazu (image-based FC) (Cross a Watson, 1994; Sutovsky, 2015).

Pro spravny vyvoj po oplozeni je velmi dulezity stav jadra spermie a uloZené DNA, pro
odhaleni problémt vjadie se pouziva detekce jedno-retézcovych zlomd (TUNEL,
terminal deoxynucleotid transferase-mediated dUDP nick labeling) nebo analyza miry
denaturace DNA pii zméné pH pomoci metod SCSA (sperm chromatin strukture assay),
SCD (sperm chromatin dispersion test) a dalSich ((Evenson et al., 1994; Fernandez et al.,
2003; Yeste, 2016).

V predchozi kapitole jiz byla zmin€na uloha ubiquitinace béhem selekce v nadvarleti.
Systém kontroly v§ak neni idealni. Ubiquitinované spermie se objevuji i v ejakulatu, ale
muzeme pozorovat také spermie, které vykazuji defektni morfologii, a presto nejsou
povrchové znaceny Ub. Nicmén¢ byly jiz publikovany studie, které prokazuji negativni
korelaci i mezi vy$§8im poctem ubiquitinovanych spermii vejakuldtu a nizsi
pravdépodobnosti poceti a mensi velikosti potomkd u nékterych zvirat i u lidi (Sutovsky
et al., 2004; Ozanon et al., 2005; Lovercamp et al., 2007). Také byla jiz zminéna negativni
korelace mezi vlastni kvalitou spermii a mirou extracelularni ubiquitinace. To déla
z povrchové ubiquitinace dalsi vyuzitelny marker kvality. Na tomto teoretickém zakladu
stoji i praktické vyuziti téchto poznatkl v podobé metody SUTI, kterd se pouziva na
hodnoceni kvality spermii u skotu a byla zkousena i v klinické praxi (Ozanon et al., 2005).
Hodnoceni mnozstvi spermii svysokou povrchovou ubiquitinaci v ejakulatu je

v neékterych pripadech vhodné doplné€ni bézn€ pouzivanych metod analyzy.

Extracelularni ubiquitin vSak nékteré studie jako negativni marker kvality zamitaji a
nekteré dokonce prichazeji s opaénymi vysledky, které ukazaly pozitivni korelaci mezi
mirou ubiquitinace a nékterymi kvalitativnimi parametry ejakulatu (koncentraci
v ejakulatu, motilitou a spravnou morfologii, prezitim po kryoprezervaci) (Muratori et al.,
2005; Varum et al.,, 2007; Purdy, 2008). Tento rozpor by ale mohl byt zptsoben
vyhodnocenim na pritokovém cytometru, kde mohla byt do vysledku zahrnuta i téliska
(M540 bodies), ktera byla rovnéz znacena Ub, nebo mohl byt detekovan i intracelularni
ubiquitin. Zajimava je také studie (Eskandari-Shahraki et al., 2013), kde autofi sice
prokazali negativni korelaci miry extracelularniho Ub a koncentrace spermii v ejakulatu,
ale pri nasledném oplozeni oocyti pomoci metody ICSI (intracytoplasmic sperm
injection) dosahli horsi ispéSnosti oplozeni se vzorky spermii, které vykazovaly nizZ8i miru
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extracelularni ubiquitinace. Vysledek vysvétluji pomoci teorie hypoubiquitinace.
Domnivaji se, ze ke spravné funkci selekéniho systému epididymis je zapotiebi dostate¢né
silny signal Ub, ktery ji spousti, a poté se do ejakulatu dostane jen minimalni mnozstvi
spermii znacenych Ub. V pripad¢, Ze tento mechanismus nepracuje spravné a nedochazi
k vytvoreni spoustéce selek¢niho mechanismu, do ejakulatu se dostavaji i spermie, které
m¢ély byt eliminovany, a prave tato ¢ast spermii vytvari onu vyssi koncentraci. Spermii je
tedy sice vejakulatu vice (to je povaZovano za znak kvality), ale je tam vétsi podil
nekvalitnich spermii, coz neni viibec Zadouci stav, zvlasté¢ kdyz k tomu pripoCteme jiz
zminovanou korelaci mezi DNA zlomy a mnozstvim extracelularniho Ub. BohuZel autofi
této publikace se tématu dale nevénovali a ani jinde v dostupné literature jsem nenasel jeji

rozpracovani.

2.2.5 Kryoprezervace spermii

Moznost uchovavat bunky po dlouhou dobu je velmi vyhodna v mnoha pripadech, zvlaste
je to pak vhodné u pohlavnich bunék. Umoznuje ndm to jak prepravu na dlouhé
vzdalenosti, tak i uchovani vhodného genetického materialu. Konkrétné mrazeni kancich
spermii pro pouziti v ART (assisted reproductive technology) je zalezitosti starsi nez 50
let a prvni selata pocata s vyuzitim kryoprezervovanych spermii se narodila v roce 1957
(Hess et al., 1957). Zna¢nymi nevyhodami proti pouziti kratkodobé uchovanych spermii
bez mraZeni je vyrazné vetsi komplikovanost metod a poSkozeni bunék béhem mrazeni a
rozmrazeni (F/T, frozen/thawed). Pro bunky je nejvice ni¢ivy piechod vody obsazené
uvnittt spermii do jiného skupenstvi. Pfi ochlazovani na teplotu nizsi nez 5 °C dochazi
k podchlazeni (supercooling) suspenze bunc¢k a nasledné k postupnému zamrzani
okolniho média a tim ke zvySeni relativni koncentrace v ném rozpusténych latek. Dojde
k poruSeni osmotické rovnovahy a spermie za¢nou ztracet vodu. Pokud jsou poté burky
ochlazovany prili§ rychle, dojde velmi brzy k zamrznuti intracelularniho prostoru a ve
spermii se utvori ledové krystaly, protoZe vétSina vody zlstane uvnitf, coz ma za néasledek
znacné posSkozeni jadra i organel. Naopak v situaci, kdy dochazi k pfili§ pomalému
ochlazovani, témeér veSkerd intracelularni voda projde do extracelularniho prostoru a
dochazi tak drive k naprosté dehydrataci nez ke zmraZeni. Rozpusténé latky v cytoplazmé
pak nabyvaji velmi vysokych koncentraci a mohou i prechazet do pevného skupenstvi,
také se veSkery obsah bunky zna¢n€ deformuje, coz mize vést ke zménam ve sloZeni a
usporadani membran organel. MlZe dochazet i k denaturaci proteina, poSkozeni DNA
vlivem zvySeného oxidativniho stresu, poSkozeni mRNA, ke zménam v rozloZeni a funkci

tyrozinovych kindz, k velmi vyznamnému sniZeni motility, poSkozeni plazmatické
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membrany a akrozomu, a pripadn€ i ke kompletni lyzi burikky nebo jeji apoptdze
bezprostiedné po rozmrazeni (Gao a Critser, 2000; Thomson et al., 2009; Yeste, 2016).
Pritom u spermii, které maji cytoplazmu zna¢né redukovanou, mize k tomuto problému
dochazet snadnéji nez u jinych zamrazovanych bunéénych typd. Ideélni rychlost
ochlazovani je navic specificka pro kazdy bunéény typ a musi byt jen minimaln€ pomale;jsi,

nez je potreba pro zabranéni tvorby ledovych krystalti uvnitt bunek (Obr. 5).

22°C

vznik ledu
v okolnim
médiu (-5 °C)

Obrazek 5: Vliv rychlosti klesani teploty pti zamrazeni bun€k. Pfi poklesu teploty k -5 °C zacina dochazet
k tvorbeé krystalli vody v médiu a tim k rdstu koncentrace rozpusténych latek ve zbyvajicim objemu. Bunky
se tak dostavaji do hypertonického prostredi a zacinaji ztracet vodu z cytoplazmy. Pokud teplota dale klesa
prili§ pomalu, dojde k poSkozeni vlivem dehydratace a deformace dfive, neZz sta¢i bunky zmrznout.
V pripadé prili§ rychlého poklesu teploty bude burika obsahovat vét§i mnozstvi vody a utvori v cytoplazmé
ledové krystaly, které poSkodi organely. Optimalni rychlost je tedy takova, aby stacilo uniknout dostatek
vody z cytoplazmy, ale jeSt€ nedochdazelo k priliSnému poskozeni vlivem dehydratace.

Kromé¢ vlastni teploty a rychlosti, jakou dochazi k ochlazovani, se da mrazeni jeSté
regulovat riznymi kryoprotektanty, které lze rozd¢lit na dva zakladni druhy. Jednim jsou
latky neprostupujici plazmatickou membranou. Mezi né patii proteiny izolované
z vajecného Zloutku nebo Zloutek samotny, proteiny mléka, dale nékteré cukry (dextran,
laktoza) a latky svysokou molekulovou hmotnosti (lecitin, polyetylenglykol,
polyvinylpyrrolidon). Casto se tyto latky kombinuiji s riznymi detergenty, napiiklad SDS
nebo Orvus ES Paste (obchodni nazev primyslové pouzivaného detergentu), které
usnadnuji jejich interakci s membranou bun€k. Pro druhou skupinu latek je plazmaticka
membrana prostupnd. Priklady téchto kryoprotektantd jsou glycerol, DMSO,
propylenglykol a etylenglykol, butandiol nebo i metanol. VSechny tyto latky jsou pomérné
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malo toxické, a to az do koncentrace 1 M nebo i vétsi (Gao a Critser, 2000), a zaroven
dokazi néjakym zplisobem ovliviiovat charakteristiku prechodu cytoplazmy do
zmrazeného stavu. Obecné jde o sniZeni koncentrace elektrolytli v cytoplazmé a zabranéni
priliSnému smrsténi vlivem nizké teploty organel a jadra, mohou také meénit viskozitu
cytoplazmy a upravovat rychlost difuze vody zbun€k svoji pritomnosti uprostied
plazmatické membrany, mezi obéma fosfolipidovymi vrstvami. VSechny tyto latky ovsem
maji Skodlivy vliv na spermie pii dlouhodobé expozici pfi teplotach vyssich nez 5 °C.
Zajimavé je, Ze tento negativni vliv je velmi odliSny u rznych druhd zvirat (Holt, 2000).
Vybér nejvhodnéjsiho kryoprotektantu nebo jejich kombinace je tak velmi Spatné
proveditelny bez sérii experiment(i, napt. pfi mrazeni kancich spermii se nejcastéji
pouziva glycerol, ktery je ale naprosto nevhodny pro mrazeni kohoutich spermii, a naopak
spermie vacnatci ho toleruji i vkoncentracich dvojnasobné vySSich nez kanci
(Hammerstedt a Graham, 1992; Taggart et al., 1996; Zeng et al., 2014). Dalsi defekty
mohou zpusobit kryoprotektanty po rozmrazeni bunék a je proto velmi zadouci ihned po

rozmrazeni snizit jejich koncentraci fedénim nebo promytim bunék.

Rizné bunky tedy reaguji na mraZeni specificky podle typu a objemu cytoplazmy,
samotné spermie se velmi lisi v toleranci raznych kryoprotektant(i, navic jeSté existuje
obrovska variabilita i mezi samci jednoho druhu, plemena, a dokonce kazdého
jednotlivého samce. Posledni jmenovany je bohuzel pravé pripad kancich spermii. Lze
najit kance, jehoZ spermie jsou mrazitelné s velmi dobrymi vysledky a nasledné oplozeni
je bezproblémové, ale také jedince ztéhoz chovu, u kterého kryoprezervace funguje
vyznamng¢ hire (Fraser et al., 2014; Petelak a Krylov, 2016). Na otazku, jaké jsou presné
rozdily mezi kanci, jejichZ spermie dobre odolavaji kryoprezervaci, a témi, kteri dosahuji
Spatnych vysledkd, neni dosud uspokojujici odpoved. Jednou z moznosti jsou odchylky ve
slozeni plazmatické membrany. Plazmaticka membrana spermii obsahuje velmi
nadprimeérné vysoky podil polynenasycenych mastnych kyselin, konkrétné
dokosapentaenové a dokosahexaenové kyseliny. Lepsi vysledky, viabilitu a integritu
membrany po F/T pak vykazuji spermie s vy$$im obsahem téchto mastnych kyselin
v plazmatické membrané (White, 1993; Waterhouse et al., 2006). Podobné bychom
ovSem nasli i celou fadu dalSich buné¢nych komponent, jejichZ vyskyt mize signalizovat
dobrou mrazitelnost; pati mezi né membranové kanaly VDAC2 , proteiny teplotniho Soku
(HSP90, ODF1 a ODF2) a rada dalSich proteint (SOD1, AKAP3, ACRBP) (Casas et al.,
2010; Chen et al., 2014; Vilagran et al., 2014), ale pripadné vzajemné vazby a vliv na

zvladani osmotického stresu nebo poskozeni béhem kryoprezervace nejsou objasnény.
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Mimoto je mozné vylepSit kvalitu spermii a Usp€Snost oplozeni po F/T u kancua se
Spatnymi vysledky tim, Ze k nim pred mraZenim pridame seminalni tekutinu od kancf,
kteri dosahuji lepSich vysledkd, coZz vede k dalsi moznosti: Ze kli¢ neni ve spermiich
samotnych, ale vnéjakém vnéjSim faktoru. Bohuzel studie (Hernandez et al., 2007)
neprinesla zZadné vysvétleni, co by tim faktorem mohlo byt, v porovnavaném celkovém
mnozstvi proteind a antioxidant(i v semindlni tekutiné Zadné rozdily neobjevila. Také je
mozné, Ze pridani seminalni plazmy je prospéSné nezavisle na tom, ze kterého kance
pochazi, a prinosem je jeji samotné opétovné pridani do suspenze promytych spermit,
pri¢cemz idedlni je pfidani seminalni plazmy z frakce ejakulatu bohaté na spermie (sperm

rich fraction) (Torres et al., 2016),

Uspésnost mrazeni, podobné jako maturace oocytdl a uspé$nost oplozeni, vykazuje i
sezonni specifitu a zavisi na teploté, coz vime jak z vlastnich zkuSenosti, tak z dalSich

studii, napt. (Barranco et al., 2013).

NedoreSenou otazkou také zlistava, jaky vliv mé na bunky obecné dlouhodobé ulozeni
vtekutém dusiku a jestli je tato doba néjak limitovana. Pri hodnoceni spermii
kryoprezervovanych po dobu 42-48 meésicti byl po F/T pozorovan pokles motility,
integrity plazmatické membrany a funkce mitochondrii oproti skuping, ktera byla uloZena
v tekutém dusiku pouze na tyden (Fraser et al., 2014). Vysledky byly jasné signifikantni
(motilita 30,9 £ 1,2 % vs. 24,3 + 0,9 %, neporusend membrana u 49,6 + 1,3 % vs. 37,9 +

1,6 %), ale byly vyhodnoceny z pomérné malého poctu deseti kancd.

Celkove se tedy zda, Ze zasadni dileZitost pro uspésnou kryoprezervaci maji genetické
rozdily jednotlivych kanct, vlastni spermatogeneze a podminky pro zrani v nadvarleti, ale
je potieba pocitat i s vn€jSimi vlivy, jako je aktualni sezona, podminky chovu a potrava.
Prestoze je popsano velké mnozstvi nejriiznéjSich modifikaci, mrazeni spermii u kanct
stale nedosahuje optimalnich vysledkid a skyta velky prostor pro dalsi pokroky. Velmi
slibné jsou v tomto ohledu i nékteré zatim méné pouzivané metody. Velmi studovanym je
proces vitrifikace, kde rychlost ochlazeni je natolik velka, Ze ledové krystaly v cytoplazmé
se nestaci vytvorit a voda se rovnou proméni v amorfni latku. Dal8i moznosti je ,,sperm
freeze drying® coz je obdoba lyofilizace proteinti. Podobn¢ jako vitrifikace se nejedna o
nikterak novou metodu. Prvnim, respektive prvnim dostatecné podlozenym prikladem
vyuZziti této metody, byly mySi narozené jiz pred 20 lety vramci studie (Wakayama a

Yanagimachi, 1998). Jak je jiz v8ak uvedeno vySe, manipulace se spermiemi je vysoce

31



variabilni a u druhf, které by byly vyznamné i z jiného nez vyzkumného hlediska, se riizné

raritni postupy provadi jen ziidka a nelze je povazovat za aktualné vyuZitelné.

2.2.6 Tridéni spermii

V obecné roving je mozné do pojmu tridéni spermii zahrnout celou fadu technik. Pro
vyuziti v ART je dilezité jiz to nejzakladnéjsi tfidéni na viabilni a neviabilni spermie.
Viabilita spermii se d4 pomérn¢ dobie rozpoznat podle jejich motility, ackoli ne vSechny
spermie, které jsou nehybné, vykazuji i dal$i znaky zavazného poskozeni, jako napriklad
porusenou plazmatickou membranu. Jednoduchy postup odde€leni pohyblivych spermii je
swim-up test. MlZeme ho realizovat v n€kolika podobach. Spermie muiZeme nechat
sedimentovat na dno zkumavky pomoci centrifugace, vzniklou peletu nechat par desitek
minut inkubovat a poté odebrat supernatant, ve kterém se jiZ budou vyskytovat pouze
motilni spermie. Obdobou tohoto postupu je vytvorit jakési bludisté ve tvaru pismene H
z média, poté do jednoho konce pridat malé mnozstvi spermiové suspenze a po kratké
inkubaci odebirat spermie z opa¢ného konce na druhé strané bludisté. Timto postupem
vSak muZeme ziskat pouze malé mnoZstvi spermii, které je dostatecné napriklad pro

oplozeni pomoci ICSI, ale neni dostatecné pro klasické IVF (in vitrofertilization).

Rozd¢leni spermii podle vznasivé hustoty je dal$i moznosti. Zakladem je centrifugace ve
zkumavce s vrstvenym médiem s riznou hustotou, kde spodni vrstva média bude mit
prave takovou hustotu, aby intaktni spermie byly t€zZsi. Spermie, které maji plazmatickou
membranu porusenou, se ve velké mife odseparuji ve vrchnich vrstvach o nizsi hustote.
Pro tyto ucely izopyknické separace mizeme pouzit média s koloidnimi ¢asticemi oxidu
kremicitého (Percoll) nebo nékterych polysacharidt (Ficoll), pripadné ne€které z mnoha

dal8ich komercné dostupnych medii (Mortimer, 2000).

Pomérné naro¢nou metodou separace spermii je pouZiti pritokové cytometrie, ktera se
diky snizujicim se nakladim dnes vyuZziva vyrazn€ ¢asteji. Pratokova cytometrie se diive
pouzivala pouze kanalyze bunék, vCetn€ spermii, jelikoZz je diky ni mozné ve velmi
kratkém Case proverit obrovské mnozstvi bunek a diky vyuziti cytometrti s nékolika lasery
navic schopné rozli$it misto na zptsob znaceni na téle buriky, spermie, a nejsou odkazany
jen na celkovou intenzitu fluorescen¢niho signalu. FACS (fluorescence-activated cell
sorting) je dnes vyuzivan v ART hlavné pro moznost uréeni pohlavi budoucich jedinct.
JelikoZ X a'Y chromozomy maji zna¢n€ odliSnou velikost, je mozné z celkového objemu
DNA v hlavicce ur€it, ktery z nich dana spermie obsahuje, roztridit je a pouZzit k umélému
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oplozeni (Johnson et al., 1987). Tato metoda se dnes jiZ pomérné bézn¢ pouZziva pro
reprodukci hospodarskych zvirat, jelikoz tam ma znac¢né prinosy. Napriklad u prasat je
vyhodné chovat samice kvili vétsim prirastkiim svalové hmoty i kviili moZnosti omezeni
kastraci kanct. Prvni selata se diky této metodé narodila v roce 1991 (Johnson, 1991).
U skotu poté zaleZi na typu chovu, pokud se jedna o chov udrzovany pro produkci mléka,
je samozrejmé vyhodné opét selektovat samice, ale u masnych plemen je zase vysSi
poptavka po bycich z divodu vyssich prirGstkd. Tridéni pomoci FACS méa vSak jisté
omezeni, co se tyée rychlosti, pfi¢emz moderni sortery zvladnou roztridit pres 200x10°
spermii za hodinu. Tato rychlost je naprosto dostate¢na pro oplozeni u skotu, ale u prasete
je na minimalni insemina¢ni davku pro jednu samici zapotrebi az desetindsobné mnozstvi
kterym je velka variabilita odolnosti spermii mezi jedinci; navic u n€kterych z nich nejsou
rozdily mezi spermiemi nesoucimi X nebo Y chromozom vibec patrné, coz se tyka asi

15 % kanci v ramci studie (Alkmin et al., 2014).

Pouziti sortovani spermii podle pohlavi u lidi se pfili§ neprovadi. V. mnoha zemich, véetné
CR, neni dovoleno zakonem uréit si pohlavi ditéte, mimo vyjimek zalozenych na riziku
genetickych poruch nebo geneticky podminénych chorob vazanych na pohlavni
chromozomy. V téchto pripadech se vSak Ccastéji pouzivd metoda preimplantaéni
diagnostiky blastocysty a poté se implantuji ty, které maji poZadovany genotyp. To ovSem
vyzaduje vZdy oplozeni pomoci konven¢niho IVF nebo pomoci ICSI. Existuji vSak i centra
asistované reprodukce (The Genetics & IVF Institute, Fairfax, Virginie), kde je mozné
pouzit FACS na tfidéni muZzskych spermii a ty poté pouzit opet pro IVF nebo ICSI, ale
dokonce i pro intrauterinni inseminaci, coz je metoda pro Zeny daleko Setrnéjsi. Dalsi
zvlastnosti je, Ze je mozné tuto metodu podstoupit i v rdmci programu ,,family balancing®,
tedy je mozné si zvolit pohlavi druhého nebo dal$iho ditéte v zavislosti na pohlavi vaseho
jiz narozeného potomka (Karabinus et al., 2014), a to i presto, Ze u pouziti znaceni
spermii, které jsou pozd€ji urceny pro oplozeni, nejsou zcela jasné vyloucena pripadna

rizika v podobé¢ genetickych nebo epigenetickych abnormalit.

Pritokovy cytometr se tedy d4 pouzit na rozde€leni spermii podle kteréhokoli znaku, ktery
je mozné vizualizovat pomoci fluorescence. Nejde tedy jen o obsah jaderné DNA, ale je
mozné vyuzit znaceni specifickou protilatkou, ktera se miize vazat na povrchové proteiny,
a tim ziskat kritéria pro naslednou selekci. Prave timto zptisobem byly selektovany

spermie podle mnozstvi extracelularniho Ub, které jsme poté pouzili na oplozeni pomoci
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ICSI. Jsou znamé i dal$i povrchové markery, které se daji vyuZit nejen pro analyzu kvality
spermatu, ale i pro tfidéni kvalitnich spermii. Mohou jimi byt jiz vySe zminiované lektiny
konjugované s fluorescencni latkou nebo detekce PAWP (post-acrosomal sheat
WW-domain binding protein), jenz koreluje se sniZenou schopnosti oplozeni u skotu a u
Clovéka (Kennedy et al., 2014; Aarabi et al., 2014). Pripadn€ je moZné detekovat spermie
svazanymi cytoplazmatickymi kapénkami, které by se spravné mély oddélit béhem
spermiogeneze, jejich pritomnost u spermii miZe znacit vyvojové problémy spermie a je
spojena sniz8i schopnosti se vazat na epitelidlni buniky vejcovodu v oviduktalnim
rezervoaru (Waberski et al., 2006). Ve studii (Kuster et al., 2004) se také objevuje tvaha,
jestli tyto cytoplazmatické kapénky, vykazujici velkou miru ubiquitinovanych proteina,
nemohou mit po oplozeni Skodlivy vliv na vyvoj embrya prave vlivem zaméfeni degradace

na nékteré nezbytné organely paternalniho pavodu.

Metodou pracujici s povrchovymi znaky bun€k a umoznujici jejich selekci je také separace
pomoci magnetickych ¢astic (MACS, magnetic-activated cell sorting), na které je opét
mozno navazat protilatku. Bunky s odpovidajicim epitopem jsou tedy k ¢asticim vazany a
poté protékaji magnetickym polem, které v koloné udrzi hledané bunky a ostatni prote¢ou
dal (Bjerke et al., 1993). Tuto techniku je mozné s dobrymi vysledky moZné pouZit i
u spermii (Anslinger et al., 2008) a prinadsi vyhody ve vétsi Setrnosti k nim. Béhem
prichodu cytometrem dochazi vlivem velkych tlaka a prichodu tryskou k poSkozeni
spermii, které se u tohoto zptisobu separace nevyskytuje. U kanc¢ich spermii byla dokonce
tato metoda pouzita primo pro selekci na zaklad€ miry extracelularni ubiquitinace, kdy se
autorim pomoci tohoto markeru podafilo odstranit defektni spermie a zlepSit tak
parametry kvality vysledné suspenze (Zhang et al., 2018). Objevuji se studie s moznosti
vyuziti této techniky v klinické praxi, které ukazuji pfinosy takové selekce pro pacienty,

ale zatim je to jen velmi okrajova zalezitost (Ziarati et al., 2018).
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2.3 Maturace a starnuti oocytd

2.3.1 Oogeneze a ovulace

Ke vzniku oocytli u savci dochazi jiz béhem prenatalniho vyvoje. Primordialni bunky
migruji do genitalnich ryh a pak se uhnizdi ve vyvijejicich se vaje¢nicich. Poté prestanou
byt schopné pohybu a zahaji proliferacni fazi, kdy dochazi k namnozeni oogonii v fradu
nékolika miliond. V dobé narozeni nebo relativné blizko néj, v zavislosti na Zivocisném
druhu, je pocet oogonialnich bun¢k na svém maximu a nésledné se sniZuje s pribyvajicim
vékem. Tato zasoba oogonii pak musi pokryt cely reprodukéni vek. Existuji i studie, které
popisuji vyskyt oogonidlnich kmenovych bunék u Zen a u samic nékterych druht savci
(White et al., 2012; Dunlop et al., 2014), ale jejich fyziologicky vyznam neni dosud
uspokojivé objasnén. Moznost jejich vyuZiti v podob€¢ mozného odbe€ru a nasledné
diferenciace v oogoium i nasledny vznik potomku byl jiz ovéfen n€kolika studiemi na
mysich (Zou et al., 2009; Pacchiarotti et al., 2010), ale stale jeSté¢ ztstava mnoho

nejasnosti ohledné¢ pavodu téchto bun¢k (Dunlop et al., 2014).

Po ukonceni proliferaéni mitézy vstoupi oocyty do premeiotické faze, kdy dojde
k utlumeni jejich pluripotentniho potencialu, a nasledné vstoupi do meidzy, u prasete 64.
den fetalniho vyvoje. V tomto pfechodu dochazi k apoptdze velkého poctu oogonii a ty,
které pokracuji ve vyvoji dal, jsou obklopeny primordialnimi folikuly (Pepling, 2006).
Meiotické déleni je vSak velmi brzy preruSeno a oocyty zustavaji v profazi prvniho
meiotického d€leni, v diplotene. Toto stadium je také ¢asto oznacovano podle podoby
jadra oocytu jako stadium zarode¢ného vacku (GV, germinal vesicle). V zavislosti na
druhu mohou oocyty setrvavat v GV nekolik méesict az desitky let, od dosazeni pohlavni
dospélosti do jejiho ukoncéeni nebo smrti. Jadro je rozvolnéné a miZe v ném dochazet
k transkripci, ale metabolicky je jen minimalné aktivni, dokud u n€j nedojde k zahajeni
rastové faze. Behem doby, po kterou se GV nachazi v oocytu, u n€j dochazi k nékolika
zmeéndm usporadani chromatinu. V zakladnim rozdéleni se jedna hlavné o dve hlavni
varianty, kde bud jsou (surrounded nucleolus) nebo nejsou (non-surrounded nucleolus)
viditelné filamenty chromatinu kolem jadérka. Po vetSinu doby existence se GV nachazi
v konformaci, kdy chromatinové filamenta nejsou rozpoznatelnd a voocytech muze
dochazet k transkripci. V kone¢né fazi rastu folikulu dochazi ke vzniku téchto filament a
transkripce je vyrazné utlumena. U prasat se rozliSuje ,,non surrounded“ faze, ozna¢ovana
jako GV 0, ve které jsou oocyty vprimdarnich folikulech a v malych sekundarnich

folikulech. Beéhem dal$iho ristu folikul(i se pak daji rozpoznat jeSte dalsi Ctyti stadia (GV 1
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- GV IV), ktera se lisi tvarem filamentarniho chromatinu, pfitomnosti jadérka a v posledni

fazi jiz absenci jaderné membrany (Motlik a Fulka, 1976; Sun et al., 2004).

Pred ovulaci dochdzi k ristu daného poctu folikulli a dochazi také k riistové fazi oocytu.
Folikul se postupné zvétSuje, plni folikularni tekutinou a oocyt je pridrZzovan na jeho sténé
granul6znimi bunikami. Objem oocytu takeé roste, jednak jeho vlastni aktivitou, ale také je
pomoci cytoplazmatickych mustkd (gap junctions) propojen s kumularnimi burnikami,
které ho tésné obklopuji v nékolika vrstvach (buriky nejblize oocytu se nazyvaji corona
radiata) a ze kterych jsou do oocytu transportovany ionty, nukleotidy, aminokyseliny,
sacharidy a mRNA, obecné latky s velikosti do priblizné 1 kDa (Sela-Abramovich et al.,
2006). Tyto spoje také umoznuji oboustrannou komunikaci mezi kumularnimi burikami
a oocytem, kterd je velmi intenzivni a pokracuje i béhem nésledné maturace oocyti
(Chermuta et al., 2018). Blok oocytu ve stadiu GV je fizen nizkou aktivitou MPF
v cytoplazmé (M-phase Promoting Factor). Tento heterodimer je tvoren katalytickou
podjednotkou CDK1 (Cyclin Dependent Kinase), kterd muize byt také oznacovana jako
p34cde2” a regulaéni podjednotkou, kterou je cyklin B. Spole¢né s oocytem se na udrzeni
oocytu v stadiu GV spolupodili i kumuléarni buniky (Jones, 2004). Znovuobnoveni meidzy,
spusténé nahlym zvySenim koncentrace luteinizaniho hormonu, nastava sniZzenim
koncentrace cAMP a cGMP, které jsou transportovany pies cytoplazmatické mustky
z kumularnich bunék do oocytu. Vysoka koncentrace cAMP zajiStuje aktivitu PKA
(protein kinase A), ktera fosforyluje klicové komponenty, jejichZ aktivita by vedla ke
zvySeni MPF. Tim udrzuje oocyt v GV a brani uvolnéni z 1. meiotického bloku (Russell et
al., 2016). Cyklické GMP pak k tomu pfispiva tim, Ze inhibuje hlavni fosfodiesterazu
(PDE3A) stépici v oocytu cAMP (Norris et al., 2009). Dalsi nezbytnou drahou, jejiz
aktivace vede k opusténi stadia GV, je MAPK (mitogen activated protein kinase, dalsi
nazev je EKR — extracellular-regulated kinase) signaliza¢ni kaskada. Tato draha je
odpovédnad za kondenzaci chromatinu GV a pfi jeji inhibici neni oocyt schopen
znovuzahdjit meiotické déleni a ziskat kompetenci pro oplozeni (Whitaker, 1996; Downs,
2010; Conti a Franciosi, 2018). ERK draha v§ak nefunguje pouze v samotném oocytu, ale
je aktivni i v kumularnich bunkach, kde reguluje priichod vySe zminéného cGMP pres

cytoplazmatické spoje mezi oocytem a kumularnimi burikami (Li a Albertini, 2013).

Pri ovulaci, po skonceni rastové faze, je primer oocytu u prasete priblizné 120 pm;
dochazi k jeho uvolnéni z folikulu a iplnému zastaveni transkripce, ktera se obnovi az po

reaktivaci embryonalniho genomu (Gosden, 2002). Ovulace muiZe byt indukovana
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prostiedim ¢i pohlavnim stykem nebo je spousténa opakované vlivem estralniho cyklu
(jednou az n€kolikrat do roka) pripadné vlivem menstrua¢niho cyklu, ktery se z estralniho
cyklu vyvinul u lidi a lidoopt. Ridicim prvkem je sekrece luteiniza¢niho hormonu (LH) a
folikuly stimulujictho hormonu (FSH) zhypofyzy, ke které dochazi pod vlivem
gonadotropiny uvolfiiujiciho hormonu (GnRH, gonadotropin releasing hormon)
z hypotalamu. Ovulaci je mozné navodit i uméle podanim t€chto hormont pomoci injekce
nebo napfiiklad pres nosni sliznici. Nartst koncentrace LH je vSak kli¢ovy pro uvolnéni
oocytu z prvniho meiotického bloku, ackoli v in vitro podminkach je mozné obnovit

meiotické délent jiz izolaci z folikularni tekutiny a odstranénim kumularnich bunék.

2.3.1.1 Maturace jadra

Po rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD, germinal vesicle breakdown) nasledn¢é dochazi
ke kondenzaci chromozomi (prometafaze I), crossing overu a sefazeni chromozomui na
délici vieténko (metafaze I). Doba, ktera je potifebna pro prechod ze stadia GV do
metafaze I, je druhoveé pomérné variabilni a oocyty prasete potiebuji na tuto zménu od 16
do 24 hodin po izolaci z folikulu (Motlik a Fulka, 1976; Dieci et al., 2013). Maturace jadra
zaCind posledni ¢asti profaze 1. meiotického déleni, kterou je diakineze. Musi dojit ke
spravnému sestaveni déliciho vreténka, které je vytvareno na zadkladé mnoha desitek
MTOC (microtubule organizing center) nahrazujicich centrioly, jeZ oocyt ztraci v casné
oogenezi (Szollosi et al., 1972). Tato organizacni centra jsou béhem stadia GV volné
rozptylena v cytoplazmé a po GVBD dochézi k jejich nahloucéeni ve stiedu oocytu. Poté
dojde k utvoreni kulovité struktury propojené s bivalenty homolognich chromozomi a
nukleaci mikrotubuldi, které vytvori délici vieténko (Schuh a Ellenberg, 2007). Precizni
usporadani na délicim vreténku vede ke stabilizaci jeho vladken a poté k inaktivaci SAC
(spindle asembly checkpoint), znamé také jako mitoticky kontrolni bod M-faze
bunééného cyklu. Prichod timto kontrolnim mechanismem se projevi aktivitou APC/C
(anaphase promoting complex/cyclosome) a degradaci cyklinu B, cozZ vede ke spusténi

anafaze (Lara-Gonzalez et al., 2012).

Delici vieténko zaroven migruje k okraji oocytu, kde dojde k asymetrickému déleni a
vylouéeni prvniho pélového téliska (1. PB), které obsahuje jen minimum cytoplazmy
(Maro a Verlhac, 2002). Vznika tim sekundarni oocyt, u n¢€jz probiha vyvoj do stadia
metafaze Il (MII, metafaze II. meiotického déleni). V ramci druhého meiotického déleni
jiz vS8ak nedochazi k replikaci DNA, coz vede k redukci po¢tu chromozomu. Sav¢i oocyty

jsou pak vmetafazi udrzovany pomoci aktivniho CSF (cytostatic factor), ktery dale
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udrzuje aktivni MPF, tim brani dokonceni déleni v anafazi, a udrzuje spolu s dalSimi
faktory aktivni MAPK. Aktivita MAPK hraje roli jednak v charakteru II. meiotického
déleni (chybéjici S-faze) a spole¢ne s MPF spoluvytvari blok v MII (Whitaker, 1996).

V tomto stadiu oocyt zistava azZ do vstupu spermie nebo do pfipadné partenogenetické

aktivace.

2.3.1.2 Maturace cytoplazmy

Soucasné s meiotickym délenim dochazi k maturaci cytoplazmy oocytu. Ta prodélava
rozsahlé zmeény, které zahrnuji presun organel vcytoplazmé oocytu, prestavbu
cytoskeletu a pripravu mRNA a proteind, které budou vyuzity do doby reaktivace

embryonalniho genomu (Ferreira et al., 2009; Conti a Franciosi, 2018).

V ramci redistribuce organel se méni rozloZeni mitochondrii v oocytu. Nejprve dochazi k
rozptyleni mitochondrii z okrajovych ¢asti cytoplazmy do celého jejiho objemu, ale pred
dosazenim MII se mitochondrie, spolecné s tukovymi granuly v cytoplazmé, seskupi
kolem centra oocytu. Pocet mitochondrii, ktery velmi dramaticky vzroste v prubéhu
rastové faze (Cotterill et al., 2013), se béhem maturace oocytu jiz neméeni a spise je
regulovana jejich aktivita (Van Blerkom, 2011). V pribéhu maturace mitochondrie
syntetizuji ATP, které pokryva energetickou spotfebu pramenici z pomérné intenzivni
translace mRNA naakumulované v cytoplazme¢, z celkové reorganizace oocytu a
metabolické aktivity (Ferreira et al., 2009). Po oplozeni a pred reaktivaci embryonalniho
genomu jsou mitochondrie jiz jen stiedn€ aktivni, patrné v ramci ochrany pied pisobenim
ROS v této fazi, a po reaktivaci embryonalniho genomu jejich aktivita opét klesa, jelikoz
embryonalni bunky jiz mohou vice vyuzivat dalSi metabolické cesty jako anaerobni

glykolyzu k ziskavani energie (Tarazona et al., 2006).

2.3.2 Starnuti oocytu (Ageing)

Timto terminem se v literature bézné oznacuji dva velmi odliSné d€je. Velké mnoZstvi
studii se dnes vénuje starnuti oocytli z pohledu humanni mediciny a aktualniho problému
vy$Siho veéku Zen pfi ot€hotnéni (Cimadomo et al., 2018). Oocyty musi preckat ve
vajecnicich delsi dobu, a to se odrazi v jejich horsi kondici, niz§i meiotické kompetenci,
mitochondrialnich dysfunkcich, vy$$i Sanci aneuploidii a epigenetickych zménach, které
mohou byt prenaSeny i do dal$i generace (Ge et al., 2015). V uz$im vyznamu se termin
starnuti oocytll pouziva pro post-ovulacni vyvoj oocytu, ktery nejprve zahrnuje jeho

fadnou maturaci a meioticky vyvoj do MII, ale postupné prechazi do procesu, ktery ma
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poskozujici u¢inky na oocyt, sniZuje moznost oplozeni, a nakonec vede k jeho destrukci

(Miao et al., 2009).

Po ukonceni maturace je oocyt zastaven v II. meiotickém bloku az do oplozeni, ale stale
vném probihd mnoho procesd, které jsou nezvratné a postupné vedou ke sniZovani
kompetence oocytu pro oplozeni az do stadia, kdy oplozeni neni mozné. Casové okno, ve
kterém je oocyt schopen oplozeni, je opét druhove velmi specifické a souvisi s fyziologii
daného druhu, navic v in vitro podminkach je tato doba jest€¢ zkracena. V pohlavnim
traktu prasnice mize dojit k oplozeni v rozmezi 12-24 hodin po ovulaci. Pokud k nému
béhem této doby nedojde, oocyt zanika (Hunter, 1981). Starnuti oocytd zahrnuje mnoho
funkénich a strukturalnich zmén a jejich nasledkem dochazi k fragmentaci nebo lyzi
oocytl, pripadné muiZe dojit k partenogenetické aktivaci (Krejcova et al., 2015), ktera
vsak u savcll nemuzZe vést k novému jedinci, a to hlavné kvili odliSnému genovému

imprintingu jadra oocytd a spermii.

U vnéjsiho glykoproteinového obalu oocytu, zony pellucidy (ZP), dochazi vlivem starnuti
k jejimu ,,hardeningu®, ktery je jiz dlouho povazovan za jasny ukazatel starnuti (Drobnis
et al., 1988; Fukuda et al., 1992). Jde o vytvoreni pevné struktury glykoproteinovych
agregatll neprostupné pro spermie, k némuz dochazi prirozené po oplozeni vramci
prevence polyspermniho oplozeni. U starnoucich oocyti v§ak miiZze nastavat i pred
pranikem prvni spermie, coz vede ke znemoznéni oplozeni (Gulyas a Yuan, 1985; Miao et

al., 2005).

Zmény jsou patrné i u plazmatické membrany oocytu, kde dochézi k nestejnomeérnému
rozlozeni mikrovilli, které se béhem starnuti prodluzuji dale do perivitelinniho prostoru
mezi plazmatickou membranou ZP, jenZ se s postupem starnuti prabézné rozsifuje (Miao

et al., 2009).

Hned pod plazmatickou membranou se nachazeji kortikalni granula, ktera vlivem starnuti
mohou byt ¢aste¢né€ nebo Uplné exocytovana. Exocytoza kortikalnich granul po oplozeni
vede k pomalému bloku polyspermniho oplozeni vyvolanim zmén v ZP (Goud et al.,
2005).

Starnutim dochazi k poskozeni déliciho vieténka, jehoz stav je ovSem urcujici pro spravné
dokonceni meiotického déleni a uspe€sné oplozeni. U oocytu Cekajiciho na oplozeni je
délici vreténko umisténo tésné pod plazmatickou membranou v orientaci kolmé

k membrané (Hoshino, 2018). Cast déliciho vieténka, ktera bude vyloucena do 2. PB, je
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mensi nez ¢ast zustavajici v cytoplazmé a okolo obou p6ld je jen minimum astralnich
mikrotubuld (Sun a Schatten, 2007). Po prili§ dlouhém starnuti oocytu dochazi ke
zkraceni d€liciho vieténka a zac¢ind dochézet k rozpadu jeho pold, které vznikly spojenim
MTOC. Tim se muize vytvorit délici vieténko, které je multipolarni a neni jiz neni schopno
se korektné rozdelit. Vznika téZ vét§i mnozstvi astralnich mikrotubuld, které smétuji do
cytoplazmy v centru oocytu, kde jsou vSak zase rychle depolymerizovany (Goud et al.,
2005). Dochazi také k problémim napojeni chromozomt na kinetochory a poklesu
obsahu proteind, které jsou nezbytné pro udrzeni rovnomérného rozmisténi chromozomu
na délicim vreténku, napt. centromerni proteiny CENPA, CENPB a dalsi (Ma et al.,
2005). Stejné tak jsou degradovany proteiny kontrolujici defekty déliciho vieténka Mad2
(mitotic arrest-deficient protein 2) a dyneiny, které jsou nezbytné pro rozchod
chromozomt (Hoffman et al., 2001). Tyto a dalsi problémy vedou z poc¢atku ke vzniku
aneuploidii po odd€leni 2. PB, pfi dlouhodobégj$im starnuti se chromozomy samovolné
rozchazeji od centralni roviny déliciho vieténka, dekondenzuji a zanikaji (Miao et al.,
2009). Jadro oocytu je postiZeno i epigenetickymi zménami, které vedou ke zméndm
metylace DNA imprintovanych genti a acetylace histondi, oviem mechanismus téchto
zmén a jejich vyznam pro nésledujici generaci neni zcela objasnén (Cui et al., 2011; Ge et
al., 2015).

Starnuti se v MII-fazi netyka pouze oocytu, ale i 1. PB, coz vjistém slova smyslu je
sesterska bunka oocytu. Tyto zmény se navic v 1. PB projevuji diive nez v samotném
oocytu, takze morfologii 1. PB miizeme pouzit jako marker kvality a mize ndm napoveédet
néco o stavu oocytu, coz je vyhodné pri selekci oocytt pred pouzitim ART. Pokud je 1. PB
jasn¢ ohranicené a intaktni, je vy$si pravdépodobnost oplozeni i nasledného spravného
vyvoje embrya (Ebner et al., 2002). Také se v pribéhu starnuti méni jeho vzdalenost od
jadra, coz je dulezity aspekt u oplozeni pomoci ICSI. Pti injikaci spermie nesmi byt
kapilarou poskozen délici aparat oocytu a pro orientaci se pouziva praveé 1. PB, coz
podrobné popisuje kapitola 5.12. V pripad€ oddaleni 1. PB je nasledn€ vySSi Sance
nespravné orientace oocytu pfi injikaci, coz muize vést k selhani oplozeni (Miao et al.,

2004).

Mitochondrie v pribéhu starnuti oocytu snizuji svou aktivitu, dochazi k naruseni jejich
membrany a poklesu membranového potencialu. Mitochondrie se béhem starnuti oocytu
preskupuji a vytvari agregace v cytoplazmé (Wilding et al., 2001; Ma et al., 2005).

V pribéhu maturace, jak jiz bylo zminéno, dochazi k posunu vyuziti metabolickych drah
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od glykolyzy k oxidativni fosforylaci, takZe béhem ni jsou mitochondrie hlavnim zdrojem
energie v podobé ATP. Naruseni jejich morfologie a ¢innosti tak vede k poklesu ATP
v cytoplazmé, coZ rovnéZz vede k snizené nebo nulové kompetenci oocytu pro oplozeni
(Chappel, 2013). Dals§im problémem poruSeni struktury mitochondrii je obsah
proapoptotickych faktord v jejich matrix, které se fragmentaci mitochondrii uvoliuji do
cytoplazmy, spole¢né scytochromem c; to vede ke spusténi kaspazové signalizacni
kaskady vedouci k apoptoze. Tento proces je navic béhem starnuti doprovazen poklesem
antiapoptotického Bcl-2, ktery v normalnich oocytech uvolnéni cytochromu c¢ brani
(Kluck et al., 1997; Cory a Adams, 2002).

2.3.3 Potlageni starnuti oocytl

Vyzkumem mozZnosti potlaceni vlivu post ovula¢niho starnuti se jiz zabyvala rada studii a
jejich pozornost se zaméruje dvéma hlavnimi smery. Prvni moznosti je minimalizace
poskozeni zplsobeného béhem dlouhotrvajici maturace, které pochézi hlavné
z nedostatku ATP a ptisobeni ROS, a v disledku vede k apoptdze nebo lyzi oocytu. Druhy
typ pristupu se zametuje na podporu 2. meiotického bloku a udrzeni vysoké aktivity MPF
a MAPK, coz prodlouzi dobu, béhem které muze dojit k oplozeni, oddali nckteré

z maturacnich zmén a pfipadnou partenogenetickou aktivaci, apoptdzu nebo lyzi oocytu.

Nejvetsi ¢ast poSkozeni béhem starnuti oocytt zptsobuje oxidativni stres (Ferreira et al.,
2009; Liang et al., 2017) a predpoklada se, ze vyrovnany pomér mezi ROS a antioxidanty
je klicovy pro mnoho bunécénych déjli, véetné rozchodu chromozomi (Huang et al.,
2010), tvorbu d€liciho vieténka (Rajani et al., 2012), metylaci DNA (Heinzmann et al.,
2015) a funkci mitochondrii (Lord a Aitken, 2013). K produkci ROS dochazi prevazné
prav€é v mitochondriich a vpribehu starnuti oocytu postupné dochazi k ubytku
bunéénych antioxidanti, coZz u prasecich oocytl je hlavné glutation, spolecné se
superoxid dismutazou a katalazou (Cetica et al., 2001). Ty by mély ROS likvidovat, a pri
jejich nedostatku dochazi k poskozeni jak samotnych mitochondrii, tak dalSich
buné¢nych komponent. Naopak dodani antioxidantt dokaze oxidativnimu stresu branit
(Balao da Silvaetal.,2013; Truong et al., 2016). Latky, které je mozné pridavat k oocytim
béhem maturace a starnuti, jsou napriklad acetyl-L-karnitin, N-acetyl-L-cystein,

melatonin a kyselina o-lipoova (Truong et al., 2016).

Negativni i€inky starnuti na oocyt mutize také pomahat redukovat aktivace sirtuina (silent
information regulator proteins). Sirtuiny jsou skupinou NAD*-dependentnich
deacetylaz, tedy enzymu vyuzivajicich NAD* k odstran€ni acetylovych skupin z proteinu.
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Tyto enzymy maji dalezitou tulohu v mnoha dé&jich, které jsou spojené s ochranou bunék
proti starnuti v obecném smyslu, a se starnutim bunék a tkani dochazi k jejich poklesu
(Lafontaine-Lacasse et al., 2010; Donato et al., 2011), navic podle rostouciho poctu
studii, které zkoumaji jejich vyznam, se pfimo nebo zprostiedkovane podili na témér
vsech bunécnych procesech. U savcu je zatim zndmo sedm zastupct této rodiny a stale
pokracuje jejich intenzivni vyzkum v ramci civilizacnich chorob (Zhou et al., 2018),
reakce bunék na zvySeny oxidativni stres (Singh et al., 2018), funkce imunitniho systému
(Ghirotto et al., 2019), nebo kmenovych bunék a epigenetiky (Nevoral et al., 2015; Fang
et al., 2019). U oocytd je velmi zajimava jejich tloha ve vyporadani se starnutim a
oxidativnim stresem poté, co byly prase¢i oocyty maturovany v médiu obsahujicim
resveratrol (Ma et al., 2015) nebo melatonin (Yang et al., 2018), coZ jsou aktivatory
SIRT1. Ke sniZeni ucinkl starnuti mohou sirtuiny (SIRT1, 2, 3) prispivat vice zpusoby,
jednak reguluji aktivitu mitochondrii a vstup do apopt6zy, ale maji i aktivacni vliv, pomoci
deacetylace histont, na FOXO3a0 (forkhead box O 3a), coZ je transkripéni aktivator genu
pro MnSOD (manganese superoxide dismutase) (Wang et al., 2007; Di Emidio et al.,
2014; Zhang et al., 2016). SIRT 1 ma i dalsi zasadni funkci: modifikuje histony piimou
deacetylaci i pres dal$i neprimé regulace a pomahé pfi ustanoveni histonového kodu po
oplozeni a v ¢asném embryu (Nevoral et al., 2015). Na druhou stranu inhibice jinych
deacetylaz, pomoci trichostatinu A, ktery nema vliv na sirtuiny, je dal$i moZnosti pro
zlepSeni stavu starnoucich oocytli (JeSeta et al., 2008). Také byl jiz prokazan pozitivni vliv
sirtuind na ochranu pred zlomy DNA a jejich opravu, na gametogenezi a Casny
embryonalni vyvoj (Haigis a Guarente, 2006). Expresi SIRT1 je mozné zvysit umé¢le i
v in vivo podminkach pomoci podani resveratrolu. U mysi byl injikovan intraperitonealné
a nasledné¢ izolované oocyty vykazovaly nizsi obsah ROS béhem post ovula¢niho starnuti
(Liang et al., 2018), coz otevird nové terapeutické moznosti nejen v souvislosti s ART, ale

i jako dopln€k pfi prirozeném oplozeni.

K potlaceni starnuti pomoci zvySeni aktivity MPF v oocytu je mozné vyuzit plisobeni
kofeinu, ktery je inhibitorem Weel/Myt1. Tato tyrozin kiniza ovliviiuje balanci aktivni a
inaktivni formy MPF inhibi¢ni fosforylaci katalytické podjednotky CDK1 na treoninu 14
a tyrozinu 15. Tato inaktivni forma se poté oznacuje jako pre-MPF. Zpétny pievod na
aktivni formu je poté zajiStovan defosforylaci zminénych mist vlivem CDC25 (Jones,
2004). Starnouci oocyty inkubované v médiu s kofeinem tedy vykazuji niz8i podil
inaktivni, fosforylované, formy pre-MPF a vykazuji vy$§i kompetenci pro oplozeni a

nasledny vyvoj. Je vSak mozné docilit i opa¢ného efektu pri inkubaci oocytli v médiu
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s vanadatem, ktery naopak inhibuje CDC25 a tim podil pre-MPF v cytoplazmé¢ zvySuje,
coz vede k uvolnéni v MII faze (Kikuchi et al., 2000).

V II. meiotickém bloku udrzuje oocyt i aktivita MAPK (Whitaker, 1996) a vlivem starnuti
dochazi ke sniZovani jeji aktivity. To miZe vést ke spusténi partenogenetické aktivace
nebo apoptdzy (fragmentace) oocytu. MAPK je kli¢ova pro aktivaci MPF (Dupré et al.,
2011), ale po zastaveni vyvoje oocytu v MII fazi dochazi naopak k poklesu jeji aktivity
v navaznosti na sniZeni aktivity MPF, jen jeji pokles je pomalejsi (Lee a Campbell, 2008).
Zvyseni aktivity MAPK je mozné vyvolat pfimym ovlivnénim nebo regulaci Mos. Mos je
serin/treonin kinaza regulujici pres MEK aktivitu MAPK, jedna se tak vlastné o kinazu
kinazy fosforylujici a aktivujici MAPK. Pripadné se tedy MEK se da oznacit jako MAPKK
a Mos se mze oznacovat jako MAPKKK (MAPK kinase kinase) a (Dupré et al., 2011).

Starnuti oocytli mize byt také do jisté miry zvraceno pomoci transplantace cytoplazmy
z nestarnoucich oocytli, pfi které jde hlavné o dodani novych nepoSkozenych
mitochondrii a dalSich bunéénych komponent, jako napriklad mRINA pro antiapoptoticky
Bcl-2. Pridani ¢erstvych mitochondrii z nestarnoucich oocytt vede ke zvySeni Sance na
oplozeni oocytu a na spravny embryonalni vyvoj (Miao et al., 2009). Tato metoda mize
byt také pouZita jako klinicka terapie oocytu, které jsou starnouci v tom obecnéjsim slova

smyslu, ¢ili pochazeji od Zen v pokrocilém véku (Kristensen et al., 2017).

2.3.4 Gasotransmitery

Velmi u¢innym zplsobem, jak ovlivnit starnuti oocytd, je ovlivnéni pomoci plynnych
hormond, gasotransmiteri, NO, CO a H:S. Tyto malé molekuly mohou voln¢ prochazet
pres plazmatickou membranu bun¢k, ovliviiuji specifické cilové molekuly a spousti
signaliza¢ni drahy v mnoha typech bunék vcetné oocytli a kumularnich bunék (Jablonka-
Shariff a Olson, 1998; Nevoral et al., 2016; Némecek et al., 2017).

Nejlépe prostudovanym zastupem gasotransmitert je oxid dusnaty, u kterého je popsana
regulace folikulogeneze, oogeneze i embryogeneze (Jablonka-Shariff a Olson, 1997).
Jeho tvorbu vbunkach zajistuje enzym NOS (nitric oxid synthase), ktery katalyzuje
Stépeni L-argininu. NOS se u savci vyskytuje ve tiech riznych izoforméach, jsou jimi
nNOS (neural NOS), eNOS (endothelial NOS) a iNOS (inducible NOS), kterd mize
vytvaret az nckoliksetkrat vétsi mnozstvi NO nez prvni dvé a miZe byt regulovana
cytokiny nebo pfipadné endotoxiny. Pritomnost vSech tii izoforem pak byla prokazana

v cytoplazmé oocytu, kde ovSem vlivem starnuti oocytu dochazi k poklesu jejich mnozstvi
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(Chmelikova et al., 2010; Nevoral et al., 2013). Signalizace pomoci NO se podili na
vyvolani ovulace oocytl a jejich nasledné maturaci, ale toto plisobeni je zavislé na jeho
koncentraci v cytoplazmé a pri vysokych koncentracich jiz inhibuje maturaci oocyti i
ptripadny embryonalni vyvoj (Bu et al., 2003). Mechanismt ptisobeni NOS na buriku je
nékolik. Aktivuje ¢innost guanylat cyklazy a tim se podili na zvySeni koncentrace cGMP
v cytoplazmé, coZz u oocytli opét posiluje udrzeni v MII fazi, zpomaleni starnuti a
prodlouZeni ¢asu, béhem kterého je oocyt kompetentni k oplozeni (Goud et al., 2008).
Vjeho pritomnosti také muze dochazet k posttranslaénim modifikacim proteint
s-nitrosylaci a tim NO dale ovliviiuje mnoho bunéénych déji véetné maturace oocytd a
jejich oplozeni (Zhang a Hogg, 2005; Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014).
S-nitrosylace byla jiZ popsana u nékolika klicovych enzymi v cytoplazmé oocytu, jako
APC/C, Weel/Myt1 a CDC25 (Nevoral et al., 2014).

Podobné dilezitym regulatorem mnoha fyziologickych d&ji se, podobné jako NO, zda byt
i sulfan (H2S), ktery vznika endogenn€ v sav¢ich tkani St€penim L-cysteinu (Stipanuk a
Beck, 1982) a je rovnéz razen mezi gasotransmitery (Abe a Kimura, 1996). Tvorbu
sulfanu zajistuji tfi enzymy, které se lis$i mirou své exprese v jednotlivych tkanich i
mechanismem syntézy, jedna se o cystathionin-R-syntazu (CBS), cystathionin-y-lyazu

(CSE) a 3-merkaptopyruvat sulfurtransferazu (3-MPST) (Kamoun, 2004).

Opét se jedna o malou molekulu, kterad difuzi prostupuje pies plazmatickou membranu
bunék, i kdyz v porovnani s NO prece jenom htife, ajeji plisobeni je realizovano predevsim
vlivem sulfhydratace proteinti, coZ je dal$i z posttransla¢ni modifikaci (Mustafa et al.,
2009).

Exprese enzymd, které HoS vytvareji, byla jiz popsdna v mnoha tkénich (jatra, ledviny,
hladké svalovina), kde je tvoren hlavné pomoci CBS, v mozku, kde jej vytvari CSE, a
v srde¢ni svalovinég, kde vznika vlivem 3-MPST (Kamoun, 2004). Produkci ve folikulech

zajistuje CBS (Liang et al., 2007).

Regulace pomoci HaS se uplatiiuje predev§sim v mozkoveé tkani, kde je i jeho nejvySsi
koncentrace. V mozku sulfan pisobi na NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptory a
ovliviiuje dlouhodobou potenciaci neuronti, coZz predstavuje mechanismus posilujici
synaptické prenosy a podilejici se na vytvareni pamétovych stop (Abe a Kimura, 1996).
Také muize regulovat komunikaci mezi astrocyty a neurony pomoci ovlivnéni Ca2* kanalt

a tvorbé specifickych vapnikovych oscilaci (Nagai et al., 2004). Pies kanaly Ca2* funguje
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i signalizace H2S vhladké svaloviné (Dunn et al., 2016) a vsrdecni svaloviné
(Donnarumma et al., 2017), kde zplisobuje vasodilataci. Ktomu se jes§té pridava vliv
sulfanu na ATP-dependentni kanaly pro K* ionty, které otevira a umoznuje tak
membranovou hyperpolarizaci (Zhao et al., 2001). Vysoka aktivita kanalt pro K* ionty je
pritom popsana jako charakteristickd pro neoplozené oocyty a obecné jsou tyto kanaly
povazovany za dulezité vramci regulace bunééného cyklu, ackoli informace o jejich
presném vlivu jsou zatim nedostate¢n¢ prozkoumany (Day et al., 1993; Urrego et al.,
2014).

Jeho ucinek na maturaci oocytli také nebyl jesté presn€ popsan, ale opét by mohlo jit o
modulaci aktivity MAPK (Li et al., 2011) a iontovych kanald pro Ca?* typu L (Long
lasting) a K*, ¢emuz nasvédcuji i vysledky experiment(i, na jejichZ publikaci jsem se
spolupodilel (Nevoral et al., 2018). Byl také popsan pozitivni vliv na starnuti oocytt
v pripadé¢, Ze byly oocyty inkubovany v médiu s donorem sulfanu, Na>S (Krejcova et al.,
2015). Tento vliv by mohl byt velmi prospésny, jak v zakladnim vyzkumu, tak v klinické
praxi. Konkrétné pti oplozeni metodou ICSI je znacny problém se zajiSténim injikace
spermii do oocytd v casovém okné, které je optimalni pro oplozeni. ProdlouZeni tohoto
okna by mohlo vést k vy$§im po¢tiim oocytii/embryi v experimentalnich skupinach. To by
znacné zpresnilo vysledky studii, jelikoZ zvlasté u pokusti na prase¢im modelu je velky
problém s kolisajici kvalitou spermii i oocytli mezi jednotlivymi opakovanimi. V humanni
mediciné by zase mohl byt pfinos prodlouZené optimalni doby pro oplozeni v pozdrzeni
oplozeni o nékolik hodin, kdy je vétsi pravdépodobnost, Ze vSechny oocyty, u kterych se
oplozeni provadi, jsou opravdu kompetentni k prijeti spermie. V dne$ni praxi se totiz
muze stavat, Ze oocyty sice maji viditelné 1. PB, ale jeSté v Case, kdy se oplozeni bézné
provadi, nejsou jeste pripraveny na oplozeni v MII fazi. Pritom tyto oocyty jsou pti delsi

maturaci schopny vytvorit vyvijejici se embryo (Holubcova et al., 2019).

Oxid uhelnaty (CO) je dal$im z gasotransmitert a jeho regulaci zajiStuje hemoxygenaza.
Jedna se o0 enzym, ktery §tépi hem, souc¢ast hemoglobinu, a rozklada ho na biliverdin, ionty
Zeleza a pravé CO. Tato signalizace mizZe modulovat apoptotické d¢€je v mnoha typech
somatickych bunék a pres rizné signalizacni drahy (Petrache et al., 2000; Brouard et al.,
2000). Ackoli je vliv CO primo na oocyty je zatim velmi malo prozkouman, existuji jiz
dikazy o tom, Ze kultivace oocytll vmédiich sdonory CO vede ke sniZzeni ucCinki

proapoptotickych faktort a starnuti na oocyt (Némecek et al., 2017).
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2.4 Oplozeni

2.4.1 Kapacitace spermii

Bezprostiedné po ejakulaci nejsou spermie schopné oplozeni a teprve pii priichodu
pohlavnim traktem se stavaji kompetentnimi ke sledovani spravného sméru k oocytu,
k priiniku pfes kumularni buriky, pres ZP i k vlastni fuzi s oocytem. Souhrn téchto zmén
oznacovany jako kapacitace je vétSinou spoustén specifickymi podminkami pohlavniho
traktu samice, ale miiZe se spustit i spontanné nebo arteficialné. Jde o nezbytny proces pro
prirozené oplozeni i pro témeér vSechny formy umélého oplozeni. Kapacitaci je potieba
navodit i v pfipad€ oplozeni pomoci ICSI, kde sice neni potfeba zadny z vySe zminénych
dejd, ale i presto dochazi k vyraznému vylepSeni usp€snosti oplozeni a dalsiho vyvoje nez

v pripadé, kdy kapacitace neni navozena.

Kapacitace je vin vivo podminkach spousténa hlavné faktory v prostredi samic¢iho
pohlavniho traktu. Je to jednak zna¢na koncentrace proteinu albuminu, ktery funguje jako
receptor pro cholesterol v membrané a zajistuje jeho odstranéni. Tim dojde i ke zménam
vrozloZzeni nékterych komponent plazmatické membrany spermie (Na*/HCOgz
transportéru, CatSper) a ke zméné jeji fluidity, ¢imz je usnadnéna akrozomalni reakce i
nasledna fize s membranou oocytu (Signorelli et al., 2012). Diky uvolnéni cholesterolu
zmembrany dojde také kdisociaci dekapacita¢nich faktorti, které inhibuji Ca2*-
ATPazovou aktivitu kanalu CatSper (Adeoya-Osiguwa a Fraser, 1996), a dalSich
proteint, které blokuji vazbu na ZP. Dalsi dtlezity faktor je vysoka koncentrace Ca?* a
HCOs, které pomoci specifickych prenaseci vstupuji do bunky. Piesun iontd HCO3- do
spermie vede k jejich vazbé na volnou adenylatcyklazu (AC). Tim je umoznéna tvorba
cAMP, ktery spousti influx ionti Na*. To se nasledné projevi zvySenim vnitiniho pH, které
hraje dualezitou roli pro dalsi vstup vapenatych iontd do cytoplasmy. Diky hyperpolarizaci
membranového potencidlu také dochazi k vtoku vapenatych iontd, které zpétné€ udrzuji
v ¢innosti AC. Tim je umoznéna dalsi produkce cAMP, ktery jiZ ptisobi jako druhy posel a
spousti drahu vedouci ke zvySeni aktivity tyrozinovych kinéz, inhibici fosfataz (Obr. 6) a
nasledné k hypermobilité spermie a umoznéni akrozomalni reakce (Navarro et al., 2008;
Signorelli et al., 2012). Néasledné dojde k fosforylaci mnoha proteind, véetné proteinu
[zumo, ktery je povazovan za klicovy pro fizi spermie a oocytu a nasledné putuje na
povrch membrany hlavicky, nebo dalSich proteinti bi¢iku ovlivaujicich prave

hyperaktivaci.
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Obrazek 6: Schéma hlavnich dé&jti vedoucich ke kapacitaci spermie. Po ejakulaci dochazi k odstranéni
cholesterolu z membrany spermie vlivem albuminu a transportu iontd Ca** a HCOj; -, ptitomnych
v seminalni plazmé, do cytoplazmy. Ty aktivuji volnou adenylatcyklazu (AC), coz vede k aktivaci protein
kinazy A (PKA). PKA dale zvySuje influx Ca2+ iontd, aktivuje tyrozinové kindzy (PTK) a inhibuje protein
fosfatazy (PP). Tim dochazi k hyperaktivaci spermie a jeji pripravé na oplozeni.

Pri zvySeni motility dochazi pochopitelné k riistu spotreby kysliku a energie. Spermie se
také zacne pohybovat vice vlinedrnim smeéru, coZ je velmi dobife rozpoznatelné vyse
uvedenym systémem CASA. Pohyb spermii reaguje na nékteré podnéty z okoli. Spermie
se v prvnich fazich orientuji pomoci termotaxe, sméruji k vyssi teploté uvnitf téla samice,
a pomoci rheotaxe, pohybuji se proti proudu tekutiny sméfujici z vaje¢nikl do d€lohy
(Perez-Cerezales et al., 2015). V blizkosti oocytu, pribliZné kolem jednoho mm, se pak
zaénou orientovat chemotaxicky, a to vzavislosti na koncentraci progesteronu
sekretovaného kumularnimi burikami (Abou-haila a Tulsiani, 2009). Cely proces
navadéni spermie k oocytu je u savci jesteé nedostatecné prozkouman. Kazdopadné hlavni
tlohu vtomto procesu bude hrat aktivace Ca2* kanalu CatSper, zvySeni intracelularni
koncentrace Ca?" a jeho navazani na calmodulin, ktery dale reguluje samotnou kapacitaci
a hyperaktivaci, ale i orientaci spermie a jeji pohyb (Abou-haila a Tulsiani, 2009; Wachten
et al., 2017). Také je prokazana ztrata plodnosti u mysi a lidi pti absenci tohoto kanalu a

jeho prima souvislost s rheotaktickym chovanim spermie (Miki a Clapham, 2013; Lishko

a Mannowetz, 2018).
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2.4.2 Kumularni bunky

Granul6zni bunky, které tésné priléhaji k oocytu, se oznacuji jako kumularni bunky a
spole¢né soocytem vytvareji COC (cumulus oophorus complex), okolo kterého se
v prabéhu riastu folikulu vytvari folikularni tekutina. Kumularni bunky vytvareji kolem
oocytu 3-5 vrstev a jsou s oocytem propojeny cytoplazmatickymi mistky, které umoznuji
transport malych molekul a komunikaci mezi oocytem a kumularnimi bunkami, pri¢emz
v pripad¢, Ze je tato komunikace naruSena, nemusi dojit ani k samotné ovulaci oocytu
z folikulu (Robker et al., 2018). Jiz byla také zminéna jejich Glloha v maturaci oocytu a
v navigaci spermie k oocytu na kratkou vzdalenost. Jejich pritomnost je nezbytna pro
spravny vyvoj oocytu a vyuziva se i jako parametr pro hodnoceni kvality oocytl a jejich

pripadnou selekci po izolaci (Wang et al., 2018; Munakata et al., 2018).

Pro kompetenci oocytu k oplozeni je nezbytna expanze COC po ovulaci. K té dochazi také
vlivem nartstu koncentrace LH a FSH, ktery stimuluje kumularni bunky k tvorbé
proteind, proteoglykani a mukopolysacharidli (pievazné kyseliny hyaluronové), které
vytvareji specifickou extracelularni matrix, coz vede k n€kolikanasobné expanzi objemu

COC (Russell a Robker, 2007).

2.4.3 Akrozomalni reakce (AR)

Exocytoza akrozomalniho vacku spermie probihd pied prachodem spermie pres zonu
pellucidu, ale mechanismus tohoto spusténi stale neni zcela objasnén. Béhem vyzkumu
tohoto jevu se stiidavé studie priklané€ji k indukci AR latkami sekretovanymi kumularnimi
bunkami nebo k vyvolani AR vazbou spermie na ZP. Bylo prokazano, Ze progesteron,
ktery je uvoliiovan z kumuléarnich bunék, mize spoustét akrozomalni reakci u lidi nebo u
skotu (Osman et al., 1989; Therien a Manjunath, 2003). Stejn¢ tak bylo moZné navodit
AR kontaktem spermii se suspenzi mrazem lyzovanych kumularnich bunék (Hong et al.,
2009). Pritom autori této studie jesté popisuji zajimavy poznatek, Ze kontakt stimto
lyzatem spoustél akrozomalni reakci, ale neovliviioval motilitu spermii, ovSem pfri
koinkubaci s hyaluronovou kyselinou tomu bylo pravé naopak. Mnohé dalsi studie
(ivlastni nepublikovana data) zase dokazuji, ze k AR mize dochazet i pfi um¢lém
oplozeni in vitro, kdy se pouZivaji oocyty zbavené kumularnich bun€k, a tento d¢j je
spoustén kontaktem se ZP; napt. (Wassarman et al., 2001; Florman et al., 2008; Abou-
haila a Tulsiani, 2009). Situace tak nejspi$§ bude takovd, Ze kontakt se ZP sice muze
vyvolavat nebo alespon urychlovat AR, ale v inn vivo podminkach je zahéjena jiz predem,

pti kontaktu s kumularnimi bunikami (Jin et al., 2011).
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At uz po spusténi jakymkoli podné€tem, je u AR zcela zasadni velké skokové zvySeni
intracelularni koncentrace Ca2*, po kterém se udrzuje setrvale lehce zvy$ena koncentrace
Ca?*, a zvySeni vnitiniho pH (Chavez et al., 2018). Po indukci této signalizace a aktivaci
dal$ich kaskad dojde k tvorb¢ fuzogennich faktort a depolymeraci aktinu, ktery odd€luje
vnéjsi akrozomalni membranu a plazmatickou membranu spermie. Tim dojde k jejich
priblizeni, ke splynuti pomoci fuzogennich faktort. Tvori se docasné vezikuly, které
umoznuji vyliti obsahu akrozomu do extracelularniho prostoru (Abou-haila a Tulsiani,
2009).

2.4.4 Penetrace zony pellucidy

Funkeci glykoproteinového obalu kolem oocytu je hlavné selektivni propousténi spermii
k oocytu poté, co u nich probehne AR, a zmény ve strukture zony pellucidypo vstupu prvni
spermie brani polyspermnimu oplozeni, jelikoZ pfi vstupu vice neZ jedné spermie do
oocytu nemuze dojit ke spravnému ryhovani zygoty na dvé embryonalni bunky. Dale také
ZP slouzi jako ochrana proti pred¢asnému zahnizdéni embrya ve vejcovodu, jelikoZ
embryo tento obal opousti az ve stadiu blastocysty. Priichod spermie pies ZP je umoznén
proteolytickymi enzymy, které byly exocytovany vramci akrozomadlni reakce, a
samoziejme i aktivnim pohybem spermie, ktery ovSem sdm o sobé k priniku nestaci
(Green, 1987). Zona pellucida je sloZena ze tii, pripadné Ctyf, hlavnich proteint.
Nazvoslovi téchto proteint je u jednotlivych sav¢ich druhti ponékud matouci. U ¢lovéka
se nazyvaji ZP1-ZP4, pricemz ZP1 je v ZP velmi malo zastoupen a ZP2 slouZi jako hlavni
vazebny protein pro spermie (Lefievre et al., 2004). U prasete jsou potom vétSinou
uzivany nazvy ZPA, ZPB, ZPC a tyto proteiny vznikaji podle ortolognich gent
k proteinim ZP2, ZP4, ZP3. Hlavnim vazebnym proteinem u prasete je vSak ZPB,
respektive heterodimery ZPB a ZPC, které tvoii dlouha filamenta a jsou propojeny pomoci
ZPA (Goudet et al., 2008).

Vznik ZP je u riznych druhi také pomeérné odlisny, jelikoz u nékterych dochazi k syntéze
téchto glykoproteinti vylu¢né oocytem, napr. u mysi (Qi et al., 2002), naproti tomu praveé
u prasete nebo také u pst jsou syntetizovany jak oocytem, tak kumularnimi bunkami

(Kolle et al., 1996; Blackmore et al., 2004).

2.4.5 Ubiquitinace ZP a vliv UPS
Bylo jiz zmin€no, Ze pravé gamety jsou u savcul jedny z bunék, u kterych byla pozorovana
extracelularni ubiquitinace. U spermii tedy tato znacka slouZzi krozpoznani méné

kvalitnich spermii, ale u oocytli ma vyznam zcela jiny. Proteolytickych enzymf, které se
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uvolnuji béhem AR, je velmi Siroké spektrum a stale neni zcela jasné, jak se ktery z nich
podili na oplozeni. Dlouhou dobu byl za hlavni enzym zodpovédny za prichod spermie
pres ZP povaZzovan akrozin, ale dalsi studie ukazaly, Ze oplozeni, i kdyZ se zpozdénim, je
mozné i pti jeho inhibici nebo absenci (Baba et al., 1994). V ramci novéjSich vyzkumt se
ovSem uvazuje spiSe o zapojeni UPC (Zimmerman et al., 2011; Saldivar-Hernandez et al.,
2015), ktery je taktéz v akrozomalnim vacku (Sutovsky et al., 2004) a jeho vyznam pro
prichod spermie vitelinni membranou byl jiZ popsan u sumek (Sawada et al., 2002) a
jezovek (Yokota a Sawada, 2007). Ovéreni toho, ze UPC neseny spermii je pro oplozeni
klicovy, bylo provedeno pomoci specifického inhibitoru proteazomalniho komplexu MG
132 (n€kdy uvadeén pod jménem Z-Leu-Leu-Leu-al). Inkubace oocytli béhem oplozeni
in vitrov médiu s timto reverzibilnim inhibitorem vede k naprostému zabranéni praniku
spermie pres ZP. Pomoci Western blotu byl pozorovan velmi podobny profil degradace
po koinkubaci proteind ZP sizolovanym proteazomalnim komplexem z akrozomu
spermie, pricemz je degradovan hlavné protein ZPC u prasecich oocytli (Zimmerman et
al., 2011) a protein ZP4 u ¢loveka (Saldivar-Hernandez et al., 2015). Proteiny ZP jsou pak
degradovany v rizné mire i dalSimi akrozomalnimi enzymy, pfevazné metaloprotedzami
a serinovymi proteazami, jejichZ nezbytnost neni jeSté zcela prozkoumana, ale je mozné
je inhibovat. Pfi téchto studiich byl pozorovan dalsi zajimavy fenomén, kdy inhibice UPC
vedla nejen k zabranéni priiniku spermii pies ZP, ale zhorSovala i jejich schopnost vazat
se na ZP, zatimco pfi inhibici metaloproteaz (o-fenatrolienem) a metaloprotedz (pomoci
benzamidinu) nedoslo k podobnému zhorseni (Saldivar-Hernandez et al., 2015). Mohlo
by to v§ak mit pouze souvislost tim, zZe UPC je dualezity i pro vlastni akrozomalni reakci,
respektive pro AR indukovanou vazbou ZP, protoze vyvolani AR naptiklad pomoci
ionoforu probé&hne i v pfitomnosti inhibitor UPC (Morales et al., 2003; Chakravarty et
al., 2008).

2.4.6 Fuze gamet

Splynuti gamet se u savcd studuje jen s velkymi obtizemi, zejména z toho dGvodu, Ze se
prirozené odehrava v pohlavnim traktu samic, coz je velmi téZce dosaZitelné a komplexni
prostiedi, které je obtizné nasimulovat v in vitro podminkach. OvSem i pies dlouholety

vyzkum je tento d¢j stale velmi nejasny, a to hlavné z molekularniho hlediska.

Obecné prijimany popis je, Ze po priniku spermie pies ZP dochazi k fuzi membrany
spermie v oblasti ekvatorialniho segmentu a membrany oocytu. Doposud je znamo jen

nekolik proteina, které tuto fuzi umoznuji, ale zplsob, jakym kni dojde, je teprve
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predmétem studii. V souc¢asné dobé je vSak nashromazdéno i velké mnozstvi dat o
potencidln¢ dulezitych soucastech tohoto procesu a pomoci metod genetickych
manipulaci je moZné urcovat konkrétni fenotypové problémy pfi oplozeniu mysi s knock-
outovanymi geny pro vytipované proteiny, které by mohly byt pro oplozeni nezbytné
(Miyado et al., 2018).

Velmi zkoumana je hlavn€ dvojice proteind Izumo a Juno, u které je dokazano, Ze je
nezbytna pro Uspésnou fuzi spermie a oocytu (Inoue et al., 2005). Protein [zumo se po
vyliti akrozomalniho vacku presouva do ekvatoridlni ¢asti hlavicky spermie, ta se po
penetraci ZP pribliZuje v membrané oocytu perivitelinnim prostorem a pri kontaktu
membran je Izumo vazan folatovym receptorem Juno (Folr4) na mikrovilli membrany

oocytu (Bianchi et al., 2014), jak je znazornéno na obrazku 7.

kumularni bunky ‘
)a ha mebranu

Obrazek 7: Znéazornéni d€ja probihajicich pii kontaktu spermii s oocytem. Pro oplozeni je nezbytnych
nekolik kroku; spusténi akrozomalni reakce, vazba spermie na zonu pellucidu a jeji penetrace, vazba
spermie na membranu spermie. Poslednim krokem je fize membrany spermie a oocytu, pro zahajeni fuze
je nezbytna interakce proteinu Izumo na spermii a jeho receptoru Juno na oolemé¢. Podstatnym se zd4 byt i
protein Cd9 patfici mezi tetraspaniny, ale jeho ptesna funkce neni zcela objasnéna.

Vazba téchto dvou proteini je sice naprosto esencilni pro uspésnou fuzi, ale sama o sob¢
neni dostate¢na a patrné bezprostiedné po vazbé dochazi k dimerizaci proteinfi Juno a
aktivaci zatim neidentifikovanych fuzogennich faktort (Inoue et al., 2015). DalSim
dualezitym proteinem je Cd9 patiici mezi tetraspaniny, které se obecn¢ uplatnuji v bunééné

adhezi, migraci bunék a jejich komunikaci. O jeho pisobeni existuje nékolik raznych
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teorii, ale opét se uvazuje spiSe o roli v rdmci adheze spermii k oocytu nez o samotném
zajisténi vlastni faze (Klinovska et al., 2014; Miyado et al., 2018). Po fizi membran
dochazi k inkorporaci celé spermie do cytoplazmy oocytu. Zaroven v8ak se i po fazi ¢ast
membrany spermie dostane do cytoplazmy oocytu, kde je i po oplozeni rozpoznatelna
(Satouh et al., 2012).

2.4.7 Aktivace oocytu

Po priiniku spermie pres ZP a fizi membran dochazi k aktivaci oocytu pomoci faktort
uvolnénych z cytoplazmy spermie a oznacovanych jako SOAF (sperm-borne oocyte
activating factor). Za nejpodstatnéjsi z t€chto faktordl je povaZovana fosfolipaza C-¢
(PLC-¢)(Fujimoto et al., 2004; Satouh a Ikawa, 2018), ktera nasledné Stépi
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na 1,2-diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-
trifosfat (IP3) indukujici uvolnéni Ca?* z endoplazmatického retikula. Aktivace této drahy
vede kprvotnimu velkému zvySeni intracelularniho Ca?*, které pak prechazi do
periodickych oscilaci, které jsou specifické pro dany druh zivocichi a mohou se liSit i
podle zplsobu priniku spermie do oocytu (prirozené oplozeni, IVF, ICSI) (Yanagida et
al., 2001; Morozumi et al., 2006). Tyto vapnikové oscilace pak dale spousti celou rfadu
dejd, véetné exocytozy kortikalnich granuli, aktivace APC/C a uvolnéni oocytu z MII a ve

vysledku i k tvorbé prvojader (Amdani et al., 2015).

2.4.8 Degradace paternalnich mitochondrii

V savéim embryu dochazi k dédi¢nosti pouze maternalni mitochondrialni DNA (mtDNA)
a paternalni mitochondrie vnesené spermii se degraduji (Hutchison et al., 1974). Tento
jev se obecné dava do souvislosti vmoznym poSkozenim mtDNA, zplsobeném
oxidativnim stresem pred oplozenim. Toto poSkozeni zptsobuji ROS vznikajici pfi
oxidativni fosforylaci, jez je zdrojem ATP pro spermii béhem cesty k oocytu a oplozeni
(Donnelly et al., 2000; Aitken et al., 2012). V nove¢ vznikajicim embryu je také dilezité
normalni varianty mtDNA bez poSkozeni, tak jejich spole¢ny vyskyt v burikach muize vést

k metabolickym a kognitivnim problémim novych jedinc (Sharpley et al., 2012).

Degradace paternalnich mitochondrii u savct neni jeste zcela vysvetlenym jevem. Jedna
z nejprijimangjSich teorii je zaloZena na detekci ubiquitinace paternalnich mitochondrii
béhem spermiogeneze, ve stadiu spermatocytd druhého radu, a jejich nasledné degradaci
po oplozeni v cytoplazmé oocytu na zakladé tohoto oznaceni (Sutovsky et al., 1999,

2000). U prasete dochazi k této degradaci pred prvnim ryhovanim embrya a je mozné ho
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zastavit koinkubaci zygot s inhibitorem proteazomu MG132 nebo také s chloridem
amonnym, ktery muze blokovat Cinnost lysozomu. MtDNA je tedy degradovana za
prispéni jak UPS, tak lysozomu (Sutovsky et al., 2000; Sutovsky, 2003). Pravdépodobnou
cestou k degradaci mitochondrii by mohla byt mitofagie (Al Rawi et al., 2011; Sato a Sato,
2011; Song et al., 2014). Tento proces je principidlné¢ podobny autofagii, ktera vede
k degradaci organel nebo cytoplazmatickych slozek v lysozomu, a je nezbytné dualezita pro
Casny embryonalni vyvoj (Tsukamoto et al., 2008). Mitofagie vSak probiha i
v somatickych bunkach a vede k degradaci poskozenych mitochondrii nebo k redukci
jejich poctu v ramci diferenciace n€kterych bunek, napt. u ervenych krvinek (Youle a
Narendra, 2011). Do degradace mitochondrii mize byt také zapojena dislokaza
p97/VCP, kterd ma schopnost extrahovat ubiquitinované proteiny z mitochondridlni
membrany a dale umoznuje jejich degradaci pomoci UPS a dal§i mechanismy (Song et
al., 2014). Existuji ale i studie, které vysvetluji maternalni dédi¢nost mitochondrii u savct
jako pasivni proces, ktery je zptsoben degradaci mtDNA ve spermii jeste pred oplozenim
(Luo et al., 2013).

Systém degradace paterndlnich mitochondrii také nefunguje naprosto dokonale a
v nékterych pripadech mize dochazet i k jejich dédéni mezi generacemi (Gyllensten et al.,
1991; Schwartz a Vissing, 2002).
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3 Cile a hypotéza dizertacni prace

Vyzkum si kladl za cil prfimé overeni vlivu extracelularni ubiquitinace spermii na
uspésnost oplozeni a ¢asny embryonalni vyvoj do stadia blastocysty. Je nashromazdéno
jiz vetsi mnozstvi dikazi o negativni korelaci extracelularni ubiquitinace a GspéSnosti
oplozeni. Predchozi studie vSak pouze porovnavaji analyzu ¢asti vzorku spermii s vysledky

umeélého nebo prirozeného oplozeni.

Prvnim cilem bylo ustanoveni postupu, ktery by pftimou spojitost mohl prokézat. Z tohoto
divodu jsme ustanovili metodu sortingu spermii na pritokovém cytometru. Dal$im
problémem byla vysoka variabilita kvality u spermii od jednotlivych kanct i mezi odbéry
od stejného kance, proto jsme zkombinovali tfidéni spermii s jejich kryoprezervaci,

abychom je mohli pouzivat opakované.

Pomoci zavedenych metod jsme dokazali pro nasledné experimenty pouzivat homogenni
skupinu spermii, co se tyce jejich kvality i miry extracelularni ubiquitinace. DalSim cilem
pak bylo, pomoci oplozeni metodou intracytoplazmatické injekce spermie, zjistit

vyvojovou kompetenci téchto embryi.

Poté jsme chtéli podpofit nasi hypotézu, Ze extracelularni Ub neni pouze markerem
kvality spermii, jehoZ mnozstvi na membran¢ pouze koreluje svysledky oplozeni a
¢asného vyvoje. Domnivame se, Ze existuje proces, ktery aktivuje degradaéni mechanismy
v cytoplazmé oocytu a je schopen reagovat praveé na miru ubiquitinace spermii. Testovali
jsme proto uUspéSnost oplozeni pomoci injikace spermii, které meély maskovan

extracelularni ubiquitin pomoci specifické protilatky.

Poslednim cilem bylo objasnéni zptsobu protektivniho vlivu gasotransmitert pfi starnuti
oocytq, jejichz ucinky by se daly pouzit pro optimalizaci ¢asu, ve kterém musi dojit
k oplozeni. Slo nam konktrétné o pisobeni H.S. Byly testovany rizné regulatory
ATP-dependentnich K* kanalt a dlouhodobé pusobicich (typ L) Ca?* kanall, které

umoznovaly napodobeni téchto protektivnich u€inkl nebo naopak jejich potlaceni.
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4 Material a pristroje

4.1 Chemikalie

Nazev chemikalie

o-Laktéza monohydrat

BAY K6844

BME (Basal Medium Eagle)
BSA (albumin z bovinniho séra)
D-(+)-glukoza

DAPI roztok

(4',6-diamidino-2-phenylindole)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny

Dodecylsiran sodny
Dulbecco’s PBS (DPBS)
Etanol 96%, kvasny
Fenolova Cerven

Fetalni teleci sérum

FSH (folikuly stimulujici hormon)

Gentamicin
Glibenclamid

Glycerol
100ML

Goat anti-rabbit IgG FITC
GPBoS, rustové proteiny

bovinniho séra

Vyrobce

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Imgenex, San Diego, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco, Paisley, UK

Merci, Brno, CR

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gibco, Life Technologies, Germany

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco, Paisley, UK
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Imgenex, San Diego, USA

Sevapharma, Praha, CR

Katalogové

Cislo
L2643-500G
B112-5MG
B6766
A6003-5G
G6152-100G

DES500L

P5655-100G
L4390
21600-069
64-17-5
P5530-5G
26140079
F2293-1VL
5750-037
PHR1287-1G

G2025-

20302
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HEPES
Hoechst 33342

Hyalurodinaza
100MG

Hydrogenuhli¢itan sodny
Hypotaurin

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty, dihydrat
Kalcium laktat, pentahydrat
L-Cystein

L-Glutamin

LH (luteiniza¢ni hormon)
M2 médium

M199 médium

MEM (Minimum
Essential Medium)
MG132

Minoxidil

NazS x 9H,0

NGS (normal goat serum)

Olej mineralni
100ML

Olej parafinovy

Paraformaldehyd (36-38 %)

Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.

Sigma-Aldrich, St.

Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.

Sigma-Aldrich, St.

Sigma-Aldrich, St.

Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA
Louis, USA

Louis, USA

Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA
Louis, USA

Louis, USA

Louis, USA

Louis, USA

Sigma-Aldrich, USA

Milipore, Billerica,

Sigma-Aldrich, St.

USA

Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Némecko

Penta, Chrudim, CR

H7006-25G

B2261

H3506-

S5761-500G

H1384-1G

P5405-250G

S5886-500G

C7602-500G

C8356-250G

C7352-25G

G3126-100G

L5269-1VL

M7167

M4530

M7145

M8699-1MG

M4145

431648-50G

S26-100ML

M8410-

8904.1

140907F
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P. G. 600 Intervet International GmbH
Percoll GE Healthcare Biosciences AB, 17-0891-02
Uppsala, Svédsko
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA P4707
PVA (polyvinylalkohol) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA P8136-250G
PVP (polyvinylpyrrolidon) Cook Medical, Queensland, G26774
Australie
Pyruvat sodny Sigma-Aldrich, St. Louis, USA P4562-5G
Rtut Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 261017-250G
SDS (sodium dodecyl sulfate) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 436143
Solusem Varkens K.I. Nederland, Deventer,
Netherlands
Siran hofec¢naty, heptahydrat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA M7774-500G
Trizma base Sigma-Aldrich, St. Louis, USA T6066-100G
Ubiquitin Antibody Novus Biologicals, USA NBP2-30132
Verapamil hydrochlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA V4629

4.2 Slozeni médii

DPBS: rozpusténim jednoho baleni Dulbecco’s PBS v 11 deionizované vody byl podle
navodu vyrobce pfipraven 10x koncentrovany roztok, 1x koncentrovany roztok DPBS

vznikl naredénim 10x koncentrovaného DPBS v poméru 1:9 s deionizovanou vodou.
DPBS+PVA: roztok byl pripraven pridanim 0,1 g PVA do 11 1x koncentrovaného DPBS.

Fenolova cCerven: roztok byl pfipraven rozpusténim S mg fenolové cervené v 1 ml

deionizované vody.

4% roztok paraformaldehydu: 100 ml tohoto roztoku bylo pripraveno smichanim 10 ml

10x koncentrovaného DPBS, 4 ml 38% paraformaldehydu a 86 ml deionizované vody.
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M199+LH, FSH: 4 mg/ml GPBoS, 3,6 mM pyruvat sodny, 5,8 mM L-cystein, 2 pg/ml
LH, 2 pg/ml FSH a 1 pl/ml gentamicinu v zakladnim médiu M199.

mM199+P. G. 600: 32,5 mM hydrogenuhli¢itan sodny, 2,75 mM kalcium laktat, 22,5
mM pyruvat sodny, 6,3 mM HEPES, 10 % bovinniho séra, 13.5 [U eCG a 6.6 IU hCG/ml
(P. G. 600) a 1 pl gentamicinu/ml v zakladnim médiu M199.

mTBM: 113,1 mM NaCl, 3 mM KCl, 20 mM Trizma base, 5 mM glukéza, 5 mM pyruvat
sodny, 1 mM kofein, 2,5 mM CaCl, x 2H»0, 14,1 nM fenolova ¢erven, 2 mg BSA/ml.

PZM3: 108 mM NaC(l, 9,9 mM KCl, 0,35 mM KH2POs, 0,4 mM MgSO4 x 7H20, 25 mM
NaHCO3, 2 mM kalcium laktat, 1 mM L-glutamin, 5 mM hypotaurin a 0,2 mM pyruvat
sodny, 3mg BSA/ml, 1pl gentamicinu/ml, 20 pl BME/ml, 10 p] MEM/ml a 1 pl
zasobniho roztoku fenolové ¢ervené/ml. Zakladem média je deionizovana voda (Yoshioka
et al., 2002).

Percoll: 100% Percoll vznikl nafedénim zakladniho roztoku vpoméru 1:9 s10x
koncentrovanym roztokem DPBS, 80% roztok Percollu byl pripraven nafedénim 100%
Percollu v poméru 4:1 s DPBS, 40% roztok Percollu vznikl natedénim 100% Percollu
v pomeru 2:3 s DPBS.

Zamrazovaci médium: frakce A- 0,3 M lakt6za monohydratu, 20 % (v/v) vajecného
Zloutku, rozpusténo v deionizované vode¢; frakce B- frakce A, 0,82 M glycerol a 8,3 mM
SDS (modifikovana verze média podle Yi ez al., 2002).

4.3 Pristroje a vybaveni

Binolupa Olympus SZX2-ILLK Olympus, Japonsko

Box Biosan UVC/T-AR Biosan, Litva

Biirkerova komurka Karl Hecht, Némecko
Centrifuga MPW-340 Mechanika Precyzyjna, Polsko
Inkubator Hera Cell Kendro, Némecko
Mikromanipulator Narishige Narishige, Japonsko
Mikroskop Nikon Eclipse TE200 Nikon, Japonsko

Mikroskop Olympus [X81 CellR Olympus, Japonsko
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PMAS-CT150 (piezo micro manipulator Prime Tech, Japonsko

controller)

Plynovy horak GS-510 Pro's Kit, USA
Pratokovy cytometr se sorterem BD-Influx BD Biosciences, USA
Topna deska Thermo plate Mats-US05 R30 Tokai Hit, Japonsko
Vahy SI-234 Denver Instrument, USA
Vodni lazenn DKB-8A Ibersan, Portugalsko

5 Metody

5.1 Izolace oocytl

Oocyty byly ziskavany zvajecniki prepubertalnich prasnic porazenych na jatkach.
Vajecniky byly z jatek prevazeny pfi teplote 30-35 °C. Oocyty pro vyzkum vlivu iontovych
kanalli na starnuti oocyta byly izolovany pomoci aspira¢ni metody. Oocyty byly v tomto
pripadé nasavany z folikulli o priméru 3-5 mm pomoci 20G injekéni jehly. Z folikularni
tekutiny byly nasledné vybrany oocyty srovnomeérné rozloZenou cytoplazmou a
s kompaktnim vicevrstvym obalem kumularnich bun¢k. Ty byly nasledné preneseny do

matura¢niho média.

Pro izolaci oocytli uréenych pro experimenty s oplozenim metodou ICSI byla pouzita
disekéni metoda (Lin a Moor, 1997). Oocyty byly izolovany pouze z morfologicky
kvalitnich folikuld o velikosti 3-7 mm. Folikuly byly preparovany pomoci dvojice skalpeld,
folikuly o vhodné velikosti byly preneseny do média DPBS+PVA, jehoZ teplota byla
udrZovana pomoci vyhrivané plotny na 37 °C. Pod binolupou byly folikuly nasledné
zbaveny prebyte¢né tkan€ pomoci hodinarskych pinzet a umistény do manipula¢niho
média M2. To umoznilo vyhodnotit morfologii kazdého folikulu diky prisvitné folikularni
stén€. Folikuly, jejichz folikularni tekutina obsahovala uvoln€éné granuldzni buriky nebo
uvolnény oocyt, byly vyrazeny. Kazdy folikul byl poté roztrzen pomoci hodinarskych
pinzet a oocyt byl opatrné oddé€len od folikularni stény. Poté byly jesté selektovany
samotné oocyty tak, aby do maturatniho média byly preneseny pouze oocyty

s rovnomérné rozloZenou cytoplazmou a vicevrstevnym obalem kumularnich bunék.
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5.2 Maturace oocytd

[zolované oocyty pro experimenty soplozenim pomoci ICSI byly maturovany ve
Ctytfjamkové desticce v 0,5 ml média M199+LH, FSH prevrstveného parafinovym olejem.
Maturace probihala po dobu 44-48 hodin v inkubatoru pti teploté 38,5 °C a 5% atmosfére
CO2 (Krylov et al., 2005). Oocyty pouzité pro vyzkum vlivu regulatort iontovych kanalt
byly inkubovany za stejnych podminek v modifikovaném médiu mM199+P. G. 600
(Krejcova et al., 2015).

5.3 Odstraneni kumularnich bunék

Do jamky s maturovanymi oocyty bylo pfidano 25 pl roztoku hyaluronidazy (1 mg/ml
zakladniho M199). Po 5-7 minutach byly oocyty preneseny do kapek manipula¢niho
média prekrytych parafinovym olejem. Pod binolupou byly oocyty protahovany sklenénou
kapilarou, ¢imz doSlo k mechanickému svle¢eni kumularnich buné€k. Pro dalsi pouZiti byly

vybrany pouze oocyty s rovhomérn¢ rozloZenou cytoplazmou a viditelnym 1. PB.

Stejnym zplisobem byly zbaveny kumularnich bunék i vS§echny maturované oocyty pouzité

pro sledovani vlivu regulatord iontovych kanala.

5.4 Kultivace starnoucich maturovanych oocytd

Maturované oocyty byly kultivovany po dobu 72 hodin po odstranéni kumularnich bun¢k
v modifikovaném médiu mM199 bez P. G. 600 (Krejcova et al., 2015). Do tohoto média
byly pridany regulatory iontovych kanali, minoxidil (aktivator ATP-dependentnich K*
kanalti) nebo verapamil (inhibitor Ca?" kanald typu L) vpozadované koncentraci.
V dal$im experimentu byly kombinovany rizné koncentrace inhibitoru glibenclamid
(blokace K* kanali) a latky BAY K6844 (agonista Ca%* kanald) s pridanim donoru sulfanu
NazS x 9H>0 v cilové koncentraci 1 mM (coZ odpovida koncentraci Na>S 300 pM) nebo

bez jeho pridani.

5.5 Vyhodnoceni starnuti oocytd

Oocyty byly uchyceny pod kryci sklicko, pridrzované pomoci malého mnozstvi 1€karske
vazeliny umisténé v rozich, na podlozni sklo. Poté byly fixovany v roztoku etanolu a
kyseliny octové v objemovém poméru 3:1 po dobu minimalné 48 hodin. Nasledné byly
obarveny v 1% roztoku orceinu v 50% kyseliné octové a barvivo bylo odmyto pomoci
roztoku glycerolu, kyseliny octové a deionizované vody v pomérech 1:1:3. Nasledné byly

oocyty zarazeny do jedné ze tii skupin; 1. oocyty bez morfologickych zmén v MII, 2. oocyty
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apoptotické nebo lyzované (byla patrnd apoptotickd teliska nebo byly oocyty

fragmentované), 3. partenogeneticky aktivované oocyty, u kterych doslo k délen.

5.6 Priprava cerstvych spermii
Spermie byly ziskavany ze standardnich inseminac¢nich davek od chovnych kanct
(Chovservis a.s., Hradec Kralové). Béhem transportu i po ném byly spermie uchovavany

pfi teploté 17 °C az do jejich zpracovani.

Do zkumavky bylo odebrano 10 ml resuspendované inseminacni suspenze, kterd byla
centrifugovana (5 minut, 700 x g). Supernatant byl odsat na objem 1 ml a spermie v ném
byly resuspendovany. Pro separaci neviabilnich spermii s poskozenou membranou byl
pouZit vrstveny gradient Percollu (5 ml 40% Percollu podvrstvenych 2 ml 80% Percollu)
a nasledna centrifugace (15 minut, 700 x g). Po centrifugaci byl odsat supernatant a
spermie byly dvakrat promyty pomoci DPBS+PVA, kdy byly centrifugovany S minut pri
700x g.

Koncentrace spermii byla nasledné spocitana pomoci Biirkerovy komurky. Pro ucely
oplozeni byly spermie nafedény do média mTBM na vyslednou koncentraci 2x10°
spermii/ml a kapacitovany v inkubatoru po dobu 30 minut, pfi teploté 38,5 C° a 5%

atmosfére COxs.

5.7 Zamrazeni spermii

12ml inseminacni suspenze bylo centrifugovdno po dobu 5 minut pii 700xg.
Supernatant byl odsat na objem 1ml, ve kterém byly spermie resuspendovany.
Koncentrované spermie byly navrstveny na gradient Percollu (80%, 40%) a
centrifugovany (15 minut, 700 x g). Po centrifugaci byl supernatant odstranén a sediment
resuspendovan v takovém objemu DPBS+PVA, aby vysledna koncentrace ¢inila 5x107
spermii/ml. 2 ml této suspenze bylo centrifugovano (5 minut, 700 x g). Supernatant byl
odsat a sediment resuspendovan v 0,5 ml frakce A zamrazovaciho média. Suspenze byla
po dobu 2 hodin postupné chlazena na teplotu 5 °C. K suspenzi bylo pridano 0,5 ml frakce
B zamrazovaciho média a vchladové mistnosti o teploté¢ 5°C byla suspenze ihned
rozplnéna do 50 pl kapilar. Do stfedni ¢asti kapilary bylo nasato 30 pl suspenze spermii a
konce kapilar byly zataveny pomoci plynového kahanu. Kapilary byly na dobu 5 minut
horizontaln€ poloZeny na plastovy drzak umistény v polystyrenové krabici s tekutym

dusikem. Plastovy drzak byl umistén tak, aby byl 5 cm nad hladinou tekutého dusiku.
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Vzorky jsme nechali zmrznout nad parami tekutého dusiku. Nasledné byly kapilary

skladovany v nadob¢ s tekutym dusikem.

5.8 Rozmrazeni spermii pred ICSI

Tésn€ pred pokusem byly spermie rozmrazeny umisténim kapilary do vody o teploté 37 °C
po dobu 3 minut. Nasledné byla kapilara na obou koncich ulomena a suspenze spermii
byla pfiddna do mikrozkumavky s 200 pl média mTBM. Z divodu odstranéni rezidui
zamrazovaciho média byl roztok centrifugovan (5 minut, 700 x g). Supernatant byl

odstranén a sediment resuspendovan v 200 pl mTBM.

5.9 Priprava spermii pro pokus s maskovanim

extracelularniho Ub

5.9.1 Centrifugace na gradientu Percollu

Do zkumavky bylo odméreno 10 ml resuspendované inseminacéni suspenze, ktera byla
nasledn¢ centrifugovana (5 minut, 700 x g). Supernatant byl odsat na objem 1 ml, ve
kterém byly spermie resuspendovany. Takto koncentrovany roztok spermii byl navrstven
na gradient Percollu (80%, 40%) a centrifugovan (15 minut, 700 x g). Kvili kompletnimu
odstranéni Percollu byl cely supernatant odebran a sediment byl resuspendovanv 1 ml 1%
NGS. Nasledovala centrifugace spermii (5 minut, 700 x g). Supernatant byl odebran a

sediment byl op€t resuspendovan v 1 ml 1% NGS.

Koncentrace spermii ve vzniklém roztoku byla zjiSténa pomoci Biirkerovy komurky. Pro
pocitani mnozstvi spermii byla suspenze naredéna 100x vodou. Suspenze spermii byla

poté nafedéna na objem o vysledné koncentraci 4x107 spermii/ml.

5.9.2 Inkubace s primarni protilatkou

Pro nasledujici praci se dale pouzivalo 0,5 ml suspenze, ktera byla centrifugovana
(5 minut, 700 x g). Supernatant byl odsat a sediment resuspendovan v 5% NGS o objemu
0,5 ml, nasledné blokovani probihalo po dobu 30 minut pfi 17 °C a poté byla suspenze
centrifugovana (5 minut, 700 x g). Vznikly supernatant byl odstranén a sediment
resuspendovan v 0,5 ml 1% NGS. Do dvou mikrozkumavek bylo odebrano 50 pl této
suspenze a do jedné z nich byla navic pfidana primarni protilatka proti Ub (fedéni 1:100).
Ob¢ mikrozkumavky byly inkubovany po dobu 45 minut pfi teploté 17 °C. Po inkubaci
byly spermie centrifugovany (5 minut, 700 x g), supernatant byl odebran a peleta
resuspendovana v 50 pl 1% NGS. Spermie neinkubované s protilatkou byly pouzity pro

parové pokusy k oplozeni kontrolni skupiny oocytd.
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5.9.3 Kapacitace spermii

Z kazdé mikrozkumavky bylo odebrano 10 pl suspenze (se zbylymi 40 pl suspenze bylo
provedeno kontrolni barveni) a ptidano do 200 pl média mTBM. Vysledna koncentrace
spermii vmTBM ¢inila 2x10° spermii/ml. Spermie byly kapacitovany v inkubatoru
(teplota 38,5 °C, 5% atmosféra CO2) po dobu 20-30 minut. Kapacitované spermie byly
nasledné pouzity pro ICSI.

5.9.4 Inkubace se sekundarni protilatkou

Ke zbylym 40 pl suspenze v kazdé mikrozkumavce bylo napipetovano dalSich 40 pl 1%
NGS a do obou mikrozkumavek byla pridana sekundarni protilatka (fedéni 1:200). Pri
teploté 17 °C probihala inkubace po dobu 1 hodiny. Ob¢ zkumavky byly centrifugovany
(5 minut, 700 x g). Supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan v 80 pl 1%
NGS. Pro odstran¢éni prebytecné sekundarni protilatky byly spermie dvakrat promyty
v 1% NGS. Na podlozni skli¢ko bylo napipetovano 5 pl z kazdé mikrozkumavky a prekryto

krycim sklickem. Sklicka byla vyhodnocena pod mikroskopem.

5.10 Priprava spermii pro pokus se sortovanymi spermiemi

5.10.1 Centrifugace na gradientu Percollu
20 ml inseminacni davky bylo pripraveno podobne¢ jako u ¢erstvych spermii uréenych pro
oplozeni, ale s tim rozdilem, Ze promyti od Percollu bylo provedeno pouze jednou a nebyl

proveden krok kapacitace. Vysledna koncentrace suspenze zde ¢inila 1x108 spermii/ml.

5.10.2 Inkubace s primarni a sekundarni protilatkou

Bylo odebrano 5 ml suspenze a centrifugovano (5 minut, 700 x g). Supernatant byl odsat
a sediment resuspendovan v5ml 5% NGS. Blokovani probihalo po dobu 30 minut
pti 17 °C. Nasledné byly spermie centrifugovany (5 minut, 350 x g). Supernatant byl
odstranén a sediment byl resuspendovan v0,5ml 1% NGS do kterého byla pridana
primarni protilatka proti Ub (fedéni 1:100). Inkubace probihala po dobu 40 minut
pfi teploté 17 °C. Suspenze byla centrifugovana (5 minut, 350 x g) a vznikly supernatant
byl odsat. Spermie byly dvakrat promyty v 1% NGS a nasledné inkubovany v 1 ml 1% NGS
se sekundarni protilatkou (fedéni 1:200) po dobu 60 minut pfti teploté 17 °C. Suspenze
byla centrifugovana (5 minut, 350 x g), supernatant byl odsat a peleta resuspendovana ve
2 ml zvoleného média. Pfi experimentech sledujicim GspéSnost oplozeni a vyvoje do

blastocysty se vzdy jednalo o0 médium Solusem.
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5.10.3 FACS
Spermie byly tfidény na pratokovém cytometru se sorterem BD-Influx v Servisnim
pracovisti pro svételnou mikroskopii a priitokovou cytometrii Ustavu molekularni

genetiky, Akademie véd Ceské republiky.

Pro odliSeni spermii od debris a jinych ¢astic bylo provedeno barveni pomoci Hoechst
33342. Vysledna koncentrace Hoechst 33342 v roztoku DPBS+PVA se spermiemi Cinila
1 pg/ml. Barveni probihalo po dobu 15 minut. Vzorek byl filtrovan pres 40 pm sitko kvtli

odstranéni shluka spermii.

Spermie byly tfidény podle miry povrchové ubiquitinace pomoci polychromatického
vysokorychlostniho pratokového cytometru se sorterem BD-Influx vybaveného lasery
355 nm a 488 nm. Jako hnaci kapalina zde slouzil klasicky roztok PBS. Spermie byly
tfidény do dvou skupin. V prvni skupin€ byly spermie s nizkou intenzitou signalu FITC
(fluorescein isothiocyanate) a ve druhé skupin€ se nachazely spermie vykazujici vysokou
intenzitu signalu. Z hlediska co nejvetsi podobnosti v ramci kazdé skupiny byla vybrana
pouze populace spermii vykazujici obdobnou intenzitu signalu FITC. K vyhodnoceni byl
pouzit program BD FACSDiva Software (BD Biosciences, USA). Spermie byly tfidény do

mikrozkumavek obsahujicich 700 pl zvoleného média.

5.10.4 Zamrazeni spermii po FACS

Obsah zkumavek s tfidénymi spermiemi byl centrifugovan (5 minut, 700 x g).
Supernatant byl odstranén a sediment byl jemné resuspendovan v 200 pl frakce
A zamrazovaciho média. Suspenze byla postupné chlazena v lednici po dobu 2 hodin na
teplotu 5 °C. K suspenzi bylo pridano 200 pl frakce B zamrazovaciho média a dalsi postup

byl proveden jako v kapitole 2.7.

5.11 Vyhodnoceni viability spermii po FACS a po kryoprezervaci
Po 20 minutach od dokonceni tfidéni na cytometru nebo po prevedeni F/T spermii do
média mTBM byly spermie analyzovany v Biirkerové komurce. Byla zjisStovana
koncentrace a motilita u 100 spermii ve dvou hodnocenich néasledujicich po sobé¢ pro
kazdé opakovani pokusu. Nemotilni spermie byly povaZovany za neviabilni, jelikoz
vysledky viability a motility poskytuji velmi podobné vysledky (Gil et al., 2005; Martinez-
Alborcia et al., 2012).
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5.12 ICSI

Na IVF/ISCI misku bylo napipetovano nékolik kapek manipula¢niho média M2 a PVP.
Kapky byly nésledné¢ prekryty parafinovym olejem, aby se zamezilo jejich odparovani. Do
10pl kapek byly pomoci sklenéné kapilary preneseny oocyty, pricemz v jedné kapce se
nachazelo vzdy vice oocyt. Do Spl kapek PVP bylo napipetovano 5 pl kapacitovanych
spermii vmédiu mTBM a pripravend miska (Obr. 8) byla umisténa pod

mikromanipulator.
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Obrazek 8: RozloZeni kapek na misce pro ICSI o priméru 50 mm. Oocyty jsou rozmistény v jednotlivych
kapkach s manipulaénim médiem M2, dvé vétsi kapky stejného média slouzi k oplachu od spermii
navazanych vn¢ injek¢ni kapilary. Do kapek PVP se roziedi suspenze spermii a je nutné suspenzi s PVP
dtkladné promichat. PVP slouzi ke zpomaleni spermii pro usnadnéni jejich imobilizace.

Spermie byla imobilizovana zlomenim bi¢iku pomoci rychlého pohybu injekéni kapilary.
Kapilara s nasatou spermii byla protazena ocistovaci kapkou s manipulacnim médiem,
aby doslo k odstranéni spermii prichycenych vné kapilary a byla premisténa do kapky
s oocyty. Dany oocyt byl vidy zafixovan pomoci holdingové kapilary tak, Ze se 1. PB
nachazelo v poloze odpovidajici 1. nebo 5. hodiné na ciferniku hodin. Injekéni kapilara
tedy byla v poloze 3. hodiny, coZ minimalizuje moZnost poskozeni jadra. Pomoci pulzi
piezo jednotky byla nasledné penetrovana ZP oocytu a z kapilary byla odstranéna zatka
tvorend ZP. Kpraniku pres plazmatickou membranu byly pouzity slabsi pulzy
v momentu, kdy konec injekéni kapilary se nachazel za polovinou priméru oocytu.
Penetrace byla potvrzena nasatim malého mnozstvi ooplazmy, ktera byla nasledné
injikovana i se spermii zpét do oocytu. Kapilara byla vytaZena tak, aby doslo k rychlému
zaceleni plazmatické membrany a z oocytu nevytékala cytoplazma. Po provedeni ICSI byly

oocyty preneseny do jamek s 0,5 ml média PZM3 piekrytého parafinovym olejem.
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5.13 Kultivace po oplozeni

Embrya byla po oplozeni kultivovana v inkubatoru pri teploté 38,5 °C a 5% atmosfére CO2
vmédiu PZM3. Doba kultivace zavisela na charakteru pokusu. Pokud se u embryi
sledovala tvorba prvojader, byla doba kultivace 18 hodin. Kultivace embryi do stadia
blastocysty probihala po dobu jednoho tydne. Pri experimentech s inhibitorem byl
MG132 rozpustén v 96% etanolu (1 mg/ml) a nasledné byl pridan do kultivacniho média,
u kontrolni skupiny bylo do kultiva¢niho média pridano ekvivalentni mnozstvi 96%

etanolu.

5.14 Fixace a barveni embryi
Pro fixaci embryi byl pouzit 4% roztok paraformaldehydu, ktery byl napipetovan v objemu
0,5 ml do ¢tyrjamkové desticky. Do jamky sroztokem byla pomoci sklenéné kapilary

prenesena embrya a fixovana pies noc pri pokojové teplote.

Fixovana embrya byla prenesena do kapky DPBS+PVA a promyta od paraformaldehydu.
Po péti minutach byla embrya umisténa do kapky s ¢istym DPBS+PVA a cely proces se
opakoval jesté dvakrat. Po odstranéni paraformaldehydu byla embrya spolu s minimalnim
mnozstvim DPBS+PVA prenesena pomoci kapilary do 3 pl montovaciho média s DAPI
na podloznim sklicku a prekryta krycim sklickem. Nasledovalo vyhodnoceni preparata s

vyuzitim fluorescenénim mikroskopu.

5.15 Imunofluorescencni znaceni spermii

Na dno jamek ve ¢tyijamkové desticce byla umisténa kulat4 kryci sklicka a prekryta 200 pl
poly-L-lysinu. Inkubace probihala po dobu 30 minut na vyhiivané plotn¢ (38 °C). Sklicka
byla dvakrat oplachnuta pomoci deionizované vody a prebytecna voda byla odsata. Na
poly-L-lysinem potazena sklicka bylo napipetovano 300 pl suspenze spermii v DPBS o
koncentraci 2x10° spermii/ml. Po 25 minutach inkubace byla piebyte¢na suspenze odsata
a sklicka byla oplachnuta DPBS. Nasledovala blokace v 300 pl 5% NGS po dobu 30 minut.
Prebytecna tekutina byla odsata a sklicka byla inkubovana s 200 pl 1% NGS s primarni
protilatkou proti Ub (fedéni 1:100) po dobu 1 hodiny. Sklicka byla poté trikrat oplachnuta
1% NGS (5 minut na jeden oplach) a inkubovéna se sekundarni protilatkou v 200 pl 1%
NGS (fedéni 1:250) po dobu 1 hodiny. Nasledoval oplach 1% NGS (3x 5 minut). Na
podlozni sklicko bylo napipetovano 5 pl montovaciho média s DAPI a na tuto kapku bylo

poloZeno kryci sklicko se spermiemi (stranou s prichycenymi spermiemi dol).
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5.16 Statisticka analyza

Statisticka analyza a grafy byly vytvofeny pomoci programu GraphPad Prism, verze 7
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Data byla analyzovana pomoci metody
ANOVA a t-testu, pokud vykazovala normalni rozdéleni. Pro porovnani jednotlivych
skupin u vyhodnoceni vlivu regulatorti iontovych kanala byl jeste pouzit Bonferroni post
hoctest. U vyhodnoceni porovnani uspéSnosti vyvoje do blastocysty pfi pouziti ¢erstvych
a F/T spermii jedna ze skupin nevykazovala normalni rozdé€lenti, proto byl v tomto pripadée
pro porovnani pouzit neparametricky Mann-Whitney test. Vysledky jsou uvedeny jako
pramér + SEM, pokud neni uvedeno jinak. Vysledky byly povazovany za signifikantni,

pokud P<0,05.
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6 Vysledky

6.1 Sorting a kryoprezervace kancich spermii

Kombinace cytometrického tiidéni kancich spermii a jejich nasledna kryoprezervace je
natolik raritni zaleZitosti, Ze bylo nutné zavést kompletn€ novou metodiku, ktera by tyto
manipulace umoznovala i u kan¢ich spermii, které jsou zvlasté nachylné k poskozeni, a to
jak béhem tridéni, tak pfi mrazeni.

Procento viabilnich spermii po alespon tydennim skladovani v tekutém dusiku nam
v predbeZnych pokusech kolisalo mezi 0-55 % (nepublikovana data). Pfi soubé&Znych
pripravnych pokusech tfidéni na cytometru jsme dospéli ke zjiSténi, Ze pro uspéch celé
metody je nezbytné pracovat pouze sinseminaénimi davkami spermii, které po F/T
vykazuji alesponi 40 % motilnich spermii. Pti naslednych experimentech pouzitych pro
publikaci jsme proto vzdy nejprve provedli s ¢asti inseminaéni davky predbézny test
motility po F/T a dale pracovali pouze stémi davkami, které mély dostatecné dobré

vysledky, coZ je naprosto nutny predvybérovy test.

Dalsi pokusy se pak zamérily na optimalizaci podminek pro priichod cytometrem.
Nastaveni zacileni pristroje a ukazka tfidénych spermii je vidét na obr. 9. Pri vybirani
spermii, které mely byt vytfidény, jsme se zamérili hlavn€ na specifitu vybéru tak,
abychom pfi reanalyze dosahli co nejmensi kontaminace burikami, které nespadaly do
nami zvolené populace. Pro potreby oplozeni pomoci ICSI nebylo naprosto nutné sortovat
velké mnoZstvi bun€k, a i s ohledem na vysokou nachylnost k poskozeni u kancich spermiti
jsme volili spiSe pomalejsi rychlost tfidéni. Ta byla v priméru 75 spermii za sekundu
(sp/s) u bungk s nizkou extracelularni ubiquitinaci (IUb, lowly ubiquitinated) a 148 sp/s
u vysoce ubiquitinovanych spermii (hUb, highly ubiquitinated). Tento pristup zajistoval
primérené dobré procento preZivsich spermii a vysokou specifitu tfidéni. Roztridéné
spermie byly u vSech vzorkdl pribézné¢ zpétn€¢ analyzovany. Skupina malo
ubiquitinovanych spermii vykazovala primeérnou kontaminaci 0,73 % vysoce
ubiquitinovanymi spermiemi. U skupiny vysoce ubiquitinovanych spermii jsme potom
nameérili praimérnou kontaminaci 6,65 % spermii, které pri reanalyze odpovidaly nizké

hodnoté extracelularniho Ub.
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Obrazek 9: Ukazka zacileni pfi pritokové cytometrii na spermie barvené pomoci Hoechst 33258 a s FITC
konjugovanou sekundarni protilatkou vazici se na primarni protilatku proti Ub. Vybér pro odliseni bunék
od debris a dalsich utvard pritomnych v suspenzi (a), zacileni na jednotlivé spermie, které netvori shluky
dvou a vice bunék (b) a odliseni jednotlivych populaci (IUb a hUb) podle miry extracelularni ubiquitinace

(©).

Pramérné hodnoty viabilnich spermii po tfidéni pri pouZiti riznych kombinaci médii pred
a po sortingu ukazuje graf 1. Viabilita vysoce ubiquitinovanych spermii byla u vSech
skupin zhor§ena v porovnani s malo ubiquitinovanymi spermiemi, ale na natolik, aby se

vysledky signifikantné liSily.
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Graf 1: Znazornéni procenta viabilnich spermii po sortovani na pratokovém cytometru pii pouziti riznych
médii pro uchovani spermii pred a po tfidéni. Jednotlivé sloupce ukazuji primérnou viabilitu £ SEM z poctu
opakovani daného experimentu uvedeného v zavorkach. Pro kazdé opakovani bylo analyzovano 200
spermii.

Viabilita po alespon tydennim skladovani v tekutém dusiku se jesté dale sniZila, jak
muZeme vidét na grafu 2. Pti pouziti média DPBS+PVA pro kultivaci spermii pred i po

sortingu nebyly pozorovany zadné viabilni spermie po rozmrazeni. Po rozmrazeni
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spermii, které pred tfidénim byly v tomtéZ médiu, ale po prichodu cytometrem byly
docasné€ v médiu mTBM nebo v komerénim médiu Solusem, jsme mohli pozorovat mala
procenta viabilnich spermii ve skupinach s nizkou i vysokou mirou ubiquitinace, ale bez
patrné progresivni motility. NejlepSich vysledka bylo dosazeno pti pouZiti média Solusem
pred i po tfidéni na cytometru. Takto uchovavané spermie vykazovaly i po kryoprezervaci
progresivni motilitu a opét 1épe prezivaly nizce ubiquitinované spermie (12 %)

v porovnani s vysoce ubiquitinovanymi spermiemi (7 %, P<0,05).
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Graf 2: Znazornéni procenta viabilnich spermii po kryoprezervaci u skupin, které pred a po sortovani na
pratokovém cytometru byly uchovavany vriznych kombinacich médii. Jednotlivé sloupce ukazuji
primérnou viabilitu = SEM z poc¢tu opakovani daného experimentu uvedeného v zadvorkach. Pro kazdé
opakovani bylo analyzovano 200 spermii.

6.2 Vliv ubiquitinace na UspésSnost oplozeni a vyvoj do stadia
blastocysty

6.2.1 Porovnani Uspésnosti oplozeni pri pouziti cerstvé inseminacni
davky nebo F/T spermii

Vzhledem knutnosti pouzivat pro pokusy sledujici vliv extracelularni ubiquitinace

spermie kryoprezervované v tekutém dusiku bylo potreba ovérit uspéSnost oplozeni

metodou ICSI i nésledného embryonalniho vyvoje. Oplozeni oocytl spermiemi z Cerstvé

v e

ovérovacich pokusech jsme s nimi dosahli tspe€snosti 75 %, z celkovych 140 injikovanych

oocytl. U F/T spermii byl vysledek o néco horsi a €inil 70,36 % (n=199, hodnota t-testu
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P=0,416). U ostatnich oocytt byla pozorovana fragmentace oocytu, pfipadné bylo mozné
detekovat zcela intaktni spermie, u kterych nedoslo k dekondenzaci hlavicky, nebo oocyty
s vytvofenym jednim nebo dvéma prvojadry, ale bez dal$iho ryhovani. Po dlouhodobé;jsi
kultivaci 7 dn@i po oplozeni jsme analyzovali procento embryi, ktera byla schopna se
vyvinout do stadia blastocysty. Tohoto stadia se podarilo dosahnout u 19,29 % embryi
vzniklych injikaci spermie z Cerstvé inseminacéni davky a 14,57 % embryi vzniklych z F/T
spermii. Celkové je tento vysledek shrnut na grafu 3. Pfi statistickém vyhodnoceni pomoci
Mann-Whitney testu nevykazovaly skupiny signifikantni rozdil v asp€Snosti oplozeni ani

v uspésnosti vyvoje do blastocysty.
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Graf 3: Porovnani tspé&Snosti oplozeni a vyvoje do blastocysty u oocytti, do kterych byly injikovany spermie
z Cerstvé inseminaéni davky nebo spermie po kryoprezervaci. Experiment neprobihal v paralelnich
skupinach. Vysledky byly ziskany z 10 opakovani pti pouZiti Cerstvych spermii a z 9 opakovani pfi pouziti
F/T spermii.

6.2.2 Porovnani uUspésnosti formovani prvojader po ICSI pri pouziti
tridénych spermii podle miry extracelularni ubiquitinace
U porovnani uspé$nosti oplozeni po pouZiti sortovanych a dale kryoprezervovanych
spermii jsme se nejprve zaméfrili na formovani prvojader. Oocyty jsme zafixovali 18 hodin
po oplozeni metodou ICSI a po vizualizaci DNA fluorescen¢ni barvou jsme vyhodnotili
jejich stav. Celkem jsme hodnotili 136 oocytll oplozenych pomoci [Ub a 132 oocyta
oplozenych hUb. Rozdily mezi oocyty oplozenymi pomoci spermii s nizkou nebo vysokou
urovni extracelularni ubiquitinace byly velmi malé. Viditelné dvé bunky nebo zformovani
obou prvojader bylo pozorovano u 74,26 % zygot v pripad¢ minimalné ubiquitinovanych
spermii, a 69,7 % u zygot vzniklych injikaci vysoce ubiquitinovanych spermii. Ackoli IlUb
spermie op€t dosahovaly ¢aste¢né lepSich vysledkd, byl tento rozdil pod urovni statistické
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vyznamnosti (vysledek t-testu P=0,31). V cytoplazmé casti oocytd pak bylo mozno
pozorovat hlavicky spermit, které byly zcela intaktni, a také jiz ¢aste¢n¢€ dekondenzované

spermie, u nichz ale nedoslo k vytvoreni prvojadra (graf 4).
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Graf 4: Porovnani vyvoje oocytd po injikaci sortovanych spermii, které vykazovaly nizkou (IUb) nebo
vysokou (hUb) extracelularni ubiquitinaci. V pripadé intaktnich spermii (intakt. sp.) nedoslo vibec
k rozpoznani spermie a aktivaci oocytu. U dekondenzovanych spermii (dekond. sp.) k jejich rozpoznani sice
doslo, ale nebylo vytvoreno prvojadro. Posledni skupinu (prvojadra a 2 b.) tvori oocyty, u kterych po 18
hodinach kultivace po ICSI doslo ke vzniku prvojader nebo jiz i k prvnimu ryhovani. Experiment probihal
v paralelnich skupinach. Vysledky byly ziskany z 9 opakovani.

6.2.3 Uspésnost ¢asného embryonalniho vyvoje do stadia blastocysty
pri  pouziti tridénych spermii podle miry extracelularni
ubiquitinace

Vyrazny rozdil jsme zaznamenali u vyvoje do stadia blastocysty. Oocyty jsme po oplozeni

trfidénymi F/T spermiemi kultivovali po dobu 7 dnti a nasledn¢ jsme vyhodnotili procento

utvorenych blastocyst a analyzovali jsme pocet bun€k v blastocystach. Vysledky mazeme
vidét na grafu 5. Op€t nebyl signifikantni rozdil mezi uspéSnosti oplozeni, respektive
prvniho ryhovani zygot, ackoli vysledky byly mirn€ zhorSené pro skupinu oocytd
oplozenych 1Ub (62,88 %, n=132), neZ u skupiny oocytd oplozenych hUb (75,97 %,
n=129, svysledkem t-testu P=0,08). Signifikantné vy$si procento embryi (51,16 %)
vzniklych injikaci hUb spermii do oocytt v§ak ukoncilo sviij vyvoj ve 2 az 4-bunééném

stadiu, oproti druhé skuping, kde byl vysledek 34,85 % (hodnota pro t-test P=0,043). U

vlastniho vyvoje embryi do stadia blastocysty pak byl prokazan jasné signifikantni rozdil

mezi skupinami. Oocyty oplozené spermiemi s minimalni extracelularni ubiquitinaci

dokazaly vyvinout embrya ve stadiu blastocysty v 16,67 %, kdeZto po oplozeni spermiemi
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s vysokou mirou ubiquitinace to bylo pouze 6,2 % (vysledek t-testu P=0,0002). U téchto
blastocyst jsme vyhodnotili i poCty bunék, ale u nich jsme zjistili pouze maly
nesignifikantni rozdil. U embryi vzniklych po pouZiti 1Ub byl primérny pocet bunék
v blastocystach pramérné 52,55 bunék, u druhé skupiny embryi vzniklych po injikaci

ubiquitinem siln€ znacenych spermii ¢inil primér 57,5 bunky (hodnota t-testu P=0,4).
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Graf 5: Vysledky z dlouhodobé kultivace po dobu 7 dnti. Pti pouziti IUb nebo hUb nebyl opét zjistén
signifikantni rozdil v GspéSnosti oplozeni. Behem dalsiho vyvoje se ale signifikantné vic embryi vzniklych
injikaci hUb zastavilo pted EGA (reaktivace embryonalniho genomu, u prasete ve 4-b. stadiu). U embryi,
ktera pokracovala ve vyvoji, se do stadia blastocysty vyvinulo signifikantné vyssi procento téch, které vznikly
po injikaci IUb spermii. Experiment probihal v paralelnich skupinach. Vysledky byly ziskany z 9 opakovani.

6.2.4 Vliv inhibitoru proteazomu na Uspésnost oplozeni a embryonalni
vyvoj do stadia blastocysty pfi pouziti tridénych a nasledné
kryoprezervovanych spermii

Vramci nasi hypotézy jsme predpokladali rozdilnou reakci na docasnou inkubaci

s reverzibilnim inhibitorem proteazomalniho komplexu. Tento rozdil se nam potvrdit

nepodarilo a vysledky nejsou zahrnuty do publikace. Obecné dochazelo k vyraznému

zhorSeni vyvoje do blastocysty u vSech skupin bez zavislosti na tom, zda byly pouzity
pouze neroztiidéné F/T spermie nebo IlUb a hUb spermie po kryoprezervaci. Vysledky jsou
vidét na grafu 6 a vtabulce 1. Zajimava je podoba vysledki vyvoje do blastocysty

v kontrolnich skupindch u embryi vzniklych injikaci 1Ub a hUb, jejichZ hodnota a

vzajemny rozdil jsou velmi blizké vysledkim z predchoziho experimentu, a to i presto, zZe

v tomto pripade€ nebyly tyto skupiny injikovany parove v identickych podminkach.
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Graf 6: Porovnani vyvoje do stadia blastocysty u oocytl, do kterych byly injikovany spermie pouze po
kryoprezervaci (F/T) nebo tfidéné a kryoprezervované spermie s minimalni (IUb) nebo vysokou (hUb)
mirou extracelularni ubiquitinace. Oocyty byly po ICSI rozdéleny na dvé poloviny a jedna byla inkubovana
po dobu 18 hodin v médiu s inhibitorem proteazomu MG132, poté byly promyty a dale kultivovany v médiu
PZM3. Odlisné indexy nad sloupci znaci signifikantni rozdil skupin (P<0,005).

s inhibitorem bez inhibitoru
oplozeni blastocysty oplozeni blastocysty
(SEM) (SEM; n=) (SEM) (SEM; n=)
F/T (p. 0.=5) 62,64 % (4,1) 6,59 % (2,1;91) 67,03 % (4,7) 15,38 % (2,7;91)

IUb (p.0.=6) 7123%(6,2)  6,85%(3,3;73) 72,97 % (10,0) 17,57 % (2,5; 74)
hUb (p.0.=6) 68,13% (5,8)  33%(1,5;91)  63,04% (7,3) 6,52 % (1,7;92)

Tabulka 1: Presné hodnoty uspéSnosti oplozeni a vyvoje do staddia blastocysty po injikaci pouze
kryoprezervovanych spermii (F/T spermie) nebo spermii tfidénych dle mnozstvi extracelularni Ub (1Ub,
hUb). Pocet opakovani (p. 0.) experimentt je v prislusném fadku v prvnim sloupci.

6.2.5 Vliv koinkubace spermii s protilatkou proti Ub na uUspésnost
oplozeni a embryonalni vyvoj do stadia blastocysty.

Pri pouziti spermii pochazejicich z Cerstvé inseminacéni davky a jejich experimentalni

koinkubace s protilatkou proti Ub, pred oplozenim metodou ICSI, bylo dosaZeno

signifikantné lepSich vysledka oplozeni i vyvoje do stadia blastocysty, jak ukazuje graf 7.

Pro experimentalni zamaskovani extracelularniho Ub jsme do oocyti injikovali spermie

(n=154), které byly nejprve inkubovany 45 minut s primarni protilatkou proti Ub. Tyto
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oocyty pak vykazovaly uspéSnost oplozeni, respektive prvniho ryhovani, v 77,24 %.
V druhé kontrolni skupiné byly spermie z ¢erstvé inseminacni davky injikovany do oocytl
po identickém postupu a manipulacich, jen bez pridané protilatky. V této skupiné (n=148)
doslo k rozdéleni zygoty ve 64,54 % pripadi (hodnota t-testu P=0,029). Jesté vyraznéjsi
efekt byl patrny pti sledovani vyvoje téchto skupin do stadia blastocysty. Z oocytl
s injikovanymi spermiemi po inkubaci s protilatkou byl tento vyvoj uspésny v 24,03 %
pripadd. Paralelni kontrolni skupina poté vykazovala tspésSny vyvoj do blastocysty
v 14,19 % (hodnota t-testu P=0,0087).

*
1001 1 mmm Cerstva ins. davka + anti Ub (n=154)
80 Cerstva ins. davka (n=148)
T

60+
S
= *%

40+

201 -

0 . L
oplozeni vyvoj do
blastocysty

Graf 7: Porovnani Gisp€Snosti oplozeni a vyvoje do stadia blastocysty u oocytd, které byly oplozeny pomoci
Cerstvych spermii nebo Cerstvych spermii, které byly nejprve inkubovany s primarni protilatkou proti Ub.
Experiment probihal v paralelnich skupinach. Vysledky byly ziskany ze 13 opakovani.

6.3 Vliv napodobeni protektivnich G¢inkd G¢inku sulfanu na

oocyty v MII fazi
Pri napodobeni protektivniho u¢inku sulfanu byl predpokladan jeho regulacni vliv na Ca2*
iontové kandly typu L a na ATP dependentni kanaly pro ionty K*. ProdlouZena inkubace
oocyta MII fazi po dobu dalSich 72 hodin vedla u kontrolni skupiny ve velké mire
k bunécné smrti nebo k partenogenetické aktivaci. Pri inkubaci spole¢né s aktivatorem K*
kanald (minoxidil) zGstavalo signifikantné vyssi procento oocytdl v intaktnim stavu, ve
kterém nebyly morfologicky patrné znamky starnuti, jako lyze nebo fragmentace.
Podobné vysledky vykazovalo i pouziti latky verapamil, ktera inhibuje Ca?* kanaly
(graf 8). U vSech skupin bylo vyhodnoceno 120 oocytd, které pochézely ze tiech

opakovanych experimentu.
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Graf 8: Vliv regulatord iontovych kanaldi na starnuti maturovanych oocyt po 72 hodinach inkubace od
dosazeni MILI. a) - ¢) protektivni G¢inek aktivatoru ATP-dependentnich K* kanali (minoxidil). d) - f) velmi
podobny efekt pii inhibici Ca?* kanald typu L pomoci latky verapamil. Dochazi ke zvySeni poctu
morfologicky nezménénych, intaktnich, oocyti (a, d). Naopak klesa procento oocytt, u kterych by doslo k
lyzi a k fragmentaci (b, €) nebo k partenogenetické aktivaci (c, f). Odli§né indexy nad sloupci znaci
signifikantni rozdil skupin (P<0,05).

6.4 Vyruseni G&ink( H,S na starnuti oocyty

Protektivni ucinky H2S na starnuti oocytu byly jiz prokézany predchozimi studiemi a dalsi

experiment se pokousi odpoveédét na otazku, zda je tento vliv spojen s K™ a Ca?* kanaly.

Oocyty tedy byly kultivovany v médiu s donorem H»S, kterym je NaxS. Kultivace

s donorem HjS vedla ke zvySeni procenta oocytl, které ani po 72 hodinach kultivace ve

stadiu MII nevykazovaly znamky starnuti a degradace. Pfi pridani inhibitoru ATP
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dependentnich K* kanall (glibenclamid) v rGznych koncentracich dochazelo k vyruseni
tohoto ptsobeni H>S na oocyty, aZ bylo, pfi vyS$Sich koncentraci inhibitoru, tplné
potlaceno, jak je vidét na grafu 9. Pri vy$Sich koncentracich inhibitoru navic dochazelo ke
snizeni poctu intaktnich oocytt i ve skupin€, ktera nebyla inkubovana s donorem HjS.
Stejnym zplisobem dale fungovala aktivace Ca2* kanald pomoci latky BAY K8644, ktera
op¢t redukovala a nasledné zcela potlacila protektivni i¢inek ptisobeni H»S, a to bez toho,
ze by samotn4 jeji koncentrace néjak ovliviiovala oocyty, které byly inkubovany v médiu
bez NayS. U vSech skupin bylo vyhodnoceno 120 oocytli, které pochazely ze trech
opakovani experimentd.
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Graf 9: Efekt kombinovaného ptisobeni Na,S (donor H,S) a rdznych koncentraci regulatorti iontovych
kanald s opa¢nym ucinkem. a) - ¢) vyruseni protektivniho vlivu H,S pomoci inhibitoru ATP-dependentnich
K* kanalt (glibenclamid). Uéinek inhibitoru je silné patrny pii kombinaci s donorem H»S u morfologicky
nezmeénénych oocytli a oocytli degradovanych, ale nema zasadni vliv na partenogenetickou aktivaci. Stejné
tak v kontrolnich skupinach bez gasotransmiteru je jeho vliv vyrazné nizsi. d) - f) psobeni agonisty Ca2*
kanald typu L (BAY K6844) pti soucasném vlivu H,S. Opét je patrné signifikantni zvySeni procenta
lyzovanych a fragmentovanych oocytl pfi vyruseni protektivniho vlivu H>S na maturované oocyty. Vliv na
partenogenetickou aktivaci je opét minimalni. OdliSné indexy nad sloupci znaci signifikantni rozdil skupin
(P<0,05).
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7 Diskuze

V ramci diskuze bych chtél nejen rozebrat jednotlivé vysledky a snazit se je porovnat se
soucasnym stavem poznani voboru, ale chtél bych i poskytnout nckteré uzitecné
postrehy, které nebylo mozno zaradit do predchoziho textu. Domnivam se totiz, Ze pokud
by tato prace mohla nékomu poslouzit, bude to pravé témi drobnymi detaily, na které

v publikacich nebyva misto.

7.1 Tridéni kancich spermii a jejich nasledna kryoprezervace

Moznosti analyzy a selekce spermii na pritokovém cytometru jsou pomeérné Siroké.
U hospodarskych zvirat se nejcastéji tento pristup pouziva u skotu (Verberckmoes et al.,
2005; Garner, 2006; Rath et al., 2009; Jo et al., 2014). Zde zacina byt celkem béZnym
jevem vystupni kontrola inseminac¢nich davek pomoci FACS a vzhledem k rychlosti a
spolehlivosti se bude patrné dale rozSifovat, coZ je umoznéno i diky snizujici se finan¢ni
narocnosti této metody. Tridéni spermii je jiz také celkem zavedenou metodou, ackoli se
pouziva prevazné jen pro selekci spermii na zakladeé obsahu pohlavnich chromozomi, a
tedy moznosti vytvorit inseminacni davky, které svelkou mirou spolehlivosti zaruci
pohlavi nového jedince (Garner, 2006). U kanc¢ich spermii je v§ak situace oproti skotu
znacné odlisn4, coz je zplisobeno vyrazné niz$i prestizi odvétvi v porovnani se Slechténim
skotu a zaroven i niz$im ekonomickym potencidlem. DalSim diivodem je potieba velmi
vysokého poctu spermii pro vytvoreni jedné insemina¢ni davky. U skotu je mozné pro
béznou inseminaci pouzit davku s 10-20 miliony spermii a pfi nékterych postupech i
pouze s 2 miliony (Verberckmoes et al., 2005; Schenk et al., 2006). Oproti tomu b€Zna
insemina¢ni davka u prasat obsahuje 1,5-6 x 10° spermii, pti pouziti endoskopického
intradélozniho oplozeni potom 5 x 107 (Martinez et al., 2001). Dal$im problémem je
vysoka nachylnost kancich spermii k poSkozeni. Vysledkem je, Ze tato metoda je velmi
malo pouzivand a tim i nedostate¢né optimalizovana. Velmi podobna situace je i
s kryoprezervaci kanc¢ich spermii (Spinaci et al., 2016; Yeste et al., 2017). Pres vSechny
tyto nevyhody bylo pro nas vyzkum nezbytné zavedeni obou metod. Diky tfidéni na FACS
jsme mohli ziskat populace spermii, s odliSnou mirou povrchové ubiquitinace.
Kryoprezervace ndm zase umoznila odstranit variabilitu pokust, kterou zpisobovalo
pouziti insemina¢nich davek od rGznych kancd, pfipadné i jen zrlznych odbért
u stejného kance (Alkmin et al., 2014). Tento efekt je pomérné dobie patrny na rozptylu
hodnot naSich vysledku. Pti pouziti F/T spermii byly vysledky vZdy méné¢ variabilni s nizsi

hodnotou SEM. Optimalizace sortingu vedla k ziskani zvolené populace spermii
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s minimalni kontaminaci s jinymi parametry, ale bohuZel rychlost tfidéni je zatim stale
velmi nizka (Cossarizza et al., 2017). To sice neni problém pro vlastni metodu ICSI, kde
je spermii potteba jen par desitek, ale vyrazné to ztéZuje kryoprezervaci. Velmi podstatnou
se zda byt i dukladna selekce neviabilnich spermii pred sortingem, jelikoZ jejich
pritomnost vtfidéné suspenzi zna¢né zhorSuje presnost vysledkil, zvlasté vzhledem
ktomu, Ze u spermii sjiz poSkozenou membranou odhali intracytoplazmatické a

akrozomalni proteiny, které jsou ¢asto rovn€Z znaceny pomoci Ub.

Postupy pro mrazeni spermii jsou optimalizovany na koncentrace n¢kolika desitek az
stovek milion{i spermii na mililitr (Rodriguez-Martinez a Wallgren, 2011). V ramci naSich
experimentl jsme potiebovali zamrazit pouze nékolik tisic spermii v kazdé zatavené
kapilare. Z tohoto davodu jsme pracovali jen s 30 pl alikvoty, které byly umistény ve
sklenéné kapilafe, namisto pouziti klasickych plastovych ,bréek® s objemem 0,25-5 ml.
Tento maly objem a z n€j vyplyvajici minimalni tepelna kapacita vyzadovaly, aby pridani
slozky zamrazovaciho média s kryoprotektanty, po postupném ochlazeni suspenze na
5°C, bylo provedeno v chladové mistnosti s naprostym vyloucenim vSech teplotnich
skokl (tfeba jen vtefinového uchopeni kapilary do holé ruky). V okamziku zavedeni
tohoto postupu se vyrazné zlepSila viabilita spermii po rozmrazeni. Podobné dilezité bylo
také minimalizovani pobytu spermii v kryoprotektivnim médiu za pokojové teploty, a to
jak pred zamrazenim, tak po ném. Vlastni vybér vhodné kombinace médii je pro celkovy
uspéch zcela zasadni. Nami zvolené komercéni médium Solusem je dobie dostupnou a
ovérenou variantou k rozsirenéjSimu médiu Androhep (Minitube, Némecko) a umoznuje
dlouhodobéjsi pobyt spermii v sorteru a tim i dostate¢ny prostor pro selekci potrfebného
mnozstvi spermii pro vytvoreni alikvot pro dalsi pouziti (Petelak a Krylov, 2016). Navic
jeho sloZeni prilis neovliviiuje povrchové napéti, které je dialeZité pro spravnou tvorbu
kapének (Cossarizza et al., 2017). Kromé GspéSného zavedeni obou metod je vysledkem i
dalsi diikaz, Ze extracelularni Ub by mohl slouzit jako marker kvality pro sav¢i spermie,
jelikoz spermie s vyS$i mirou extracelularni ubiquitinace vykazovaly horsi viabilitu a
Castéjsi morfologické defekty (nepublikovana data), coz je v souladu s jinymi studiemi
(Sutovsky et al., 2002, 2004; Hodjat et al., 2008).
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7.2 Vliv ubiquitinace na uUspésnost oplozeni a vyvoj do stadia
blastocysty

7.2.1 Porovnani uspésnosti oplozeni po ICSI pfi pouziti Cerstvé
inseminacni davky nebo F/T spermii
Pres zminéné komplikace pii mraZeni spermii se podafilo dosahnout i s F/T spermiemi
dobrych vysledkt uspésnosti oplozeni i vyvoje do stadia blastocysty. V porovnani s oocyty
oplozenymi pomoci nemrazenych spermii byly tyto vysledky sice zhorSené, ale ne natolik,
aby tento rozdil byl signifikantni. Pfitom protokol pro kryoprezervaci kancich spermii,
ktery jsme pouZili, je stale zalozen na pridani 20 % vajecného Zloutku a glycerolu, pricemz
tento recept byl ustanoven v 50. letech minulého stoleti (Polge et al., 1949; Walters et al.,
2009). Zrlznych zkouSenych variant ovSem poskytoval nejlepsi vysledky i pri

jednoduchém mrazeni v parach tekutého dusiku.

Vysledna uspésnost oplozeni metodou ICSI i nasledného vyvoje do stadia blastocysty je
srovnatelna s vysledky podobnych studii pfi pouziti Cerstvych i F/T spermii (Kwon et al.,
2004; Garcia-Rosello et al., 2006; Garcia-Rosell6 et al., 2009).

Oplozeni pomoci ICSI bylo v ramci naSich experiment(i nepostradatelné. Zdanlivé by se
sice nabizela moznost pouziti konven¢ni techniky IVF, ktera u Cerstvych i mrazenych
spermii umoznuje dosazeni podobnych vysledki jako u metody ICSI (Daigneault et al.,
2014), problém vSak byl v aplikaci inhibitoru proteazomalniho komplexu MG132 a
v inkubaci spermii s protilatkou proti Ub pred oplozenim. V kapitole 2.4.5 je zminéna
uloha proteazomu neseného spermii pfi praniku pres ZP. Pokud bychom chtéli testovat
nasi teorii o rozdilném vlivu inhibitoru MG132 na UspéSnost oplozeni a Casny
embryonalni vyvoj s pouzitim sortovanych spermii, bylo by nutné pridat inhibitor az do
média pro kultivaci po oplozeni. Jeho aplikace do média, ve kterém k oplozeni dochazi,
znemozni spermiim proniknout pres ZP k membrané oocytu (Sutovsky et al., 2004;
Zimmerman et al., 2011). Podobna situace nastava i pri inkubaci spermii s protilatkou
proti Ub. Zde sice mlze dochazet k oplozeni, ale jeho UspéSnost je sotva Ctvrtinova
v porovnani se skupinou, ktera s protilatkou inkubovana nebyla (Wang et al., 2002).
Autori této studie predpokladali, Ze extracelularni Ub je podstatny pro vazbu spermie na
ZP, na druhou stranu dikazy pro toto tvrzeni neexistuji. Tato domnénka se zaklada
hlavné na faktu, Ze inhibice oplozeni pomoci protilatky proti Ub fungovala pouze u oocytt
s intaktni ZP, pokud byly oocyty ZP zbaveny, dochazelo k oplozeni se stejnym tspeéchem

jako u spermii bez inkubace s protilatkou (Wang et al., 2002).
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7.2.2 Porovnani Uspéesnosti oplozeni a casného embryonalniho vyvoje
po ICSI v zavislosti na extracelularnim Ub
Pri vyhodnoceni tspé$nosti oplozeni a formovani prvojader jsme nezjistili signifikantni
rozdily mezi oocyty, do kterych jsme injikovali tfidéné F/T spermie. Tyto vysledky jsou
konzistentnii s dal$im experimentem, kdy byla aspésnost oplozeni analyzovana i u oocyt
urcenych pro vyvoj do stadia blastocysty. Zda se tak, Ze vliv extracelularniho Ub nabyva
na vyznamu az v pozdéjSich fazich ¢asného embryonalniho vyvoje, ale neni zasadni pro
prvni ryhovani zygoty. Znamena to také, Ze pokud by vylepSeni uspéSnosti oplozeni a
vyvoje do blastocysty po pouZiti spermii koinkubovanych s protilatkou proti Ub bylo
zpusobeno zcela jinym mechanismem nez pravé blokovanim extracelularniho Ub, tak i
mén¢ kvalitni spermie mohou dat vzniknout zygoté se stejnou pravdépodobnosti jako
spermie kvalitn€j§i. Samozrejm¢e pri prijeti teorie, Ze extracelularni troven znaceni
pomoci Ub je spjata s jejich kvalitou. Tuto teorii vS8ak potvrzuje velké mnozstvi studii
vzniklych v minulosti (Sutovsky et al., 2002; Ozanon et al., 2005; Lovercamp et al., 2007;
Hodjat et al., 2008), a jen u nékolika z nich jsou zavéry opacné (Varum et al., 2007;

Eskandari-Shahraki et al., 2013). Podrobn¢ji jsou tyto studie rozebirany v kapitole 2.2.4.

Zajimavejsi vysledky v8ak poskytla dlouhodobéjsi kultivace oocytli oplozenych tfidénymi
spermiemi. Rozdil byl patrny jiz ve fazich vyvoje pred reaktivaci embryonalniho genomu
(EGA), ktera u prasete nastava ve 4 bunécném stadiu (Telford et al., 1990). U embryi,
ktera vznikla po injikaci hUb, se vyvoj ve 2-4 bunécném stadiu zastavil signifikantné
Cast¢ji nez u embryi vzniklych injikaci 1Ub. Je$té vyraznéjsi rozdil je poté v samotném
vyvoji embryi do blastocysty, kdy nizce ubiquitinované spermie davaly vzniknout
blastocystam ve vice nez dvojnasobku pripada. Tento vysledek siln€ podporuje moZnost
vyuziti extracelularniho Ub jako markeru kvality a je vlastn€ prvnim pfimym dikazem
jejich snizené schopnosti dat vzniknout rddnému embryu. Predchozi studie vyjadiovaly
vzdy jen korelaci vysledku analyzy miry extracelularni ubiquitinace v ¢asti vzorku a
nasledné UspeésSnosti oplozeni, vyvoje do blastocysty, implantace do délohy, pripadné
vzniku potomkd (Sutovsky et al., 2004; Lovercamp et al., 2007; Sutovsky, 2015). V nasi
studii jsou vSak ptimo pouzity spermie s vybranou mirou extracelularni ubiquitinace pro
vlastni oplozeni. Pfitom zvysledku vyplyva, zZe extracelularn€ znacené spermie maji
signifikantné horsi vysledky neZ spermie neznacené. Problémem se nezdd byt ani
pfedchozi znafeni Ub pro analyzu a trfidéni spermii, které by mohlo maskovat

extracelularni ubiquitin podobné¢, jako jsme to provedli vexperimentu pfi inkubaci
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s protilatkou. V nekolika pokusech jsme si ovérili (nepublikovana data), Ze pokud jsou
spermie pred zamrazenim inkubovany pouze s primarni protilatkou a po rozmrazeni se
inkubuji se sekundarni protilatkou s navazanym FITC, neni nésledné viditelny Zadny
fluorescenéni signal. Na druhou stranu je mozné inkubovat F/T spermie s primarni a
nasledn¢ sekundarni protilatkou. V tomto pripad¢ je jiz je fluorescencni signal mozné

detekovat.

V dal$im experimentu se nam bohuZel nepodarilo prokazat rozdilny vliv inhibitoru
proteazomu MG132 na oplozeni a ¢asny embryonalni vyvoj u oocytt, které byly oplozeny
F/T spermiemi nebo spermiemi po tfidéni a nasledné kryoprezervaci. V ramci nasi
hypotézy jsme uvazovali 0 mozném rozpoznani extracelularniho ubiquitinu na membrané
spermii pravé pomoci proteazomalniho komplexu v cytoplazmé oocytu. Inhibici
proteazomalniho komplexu vSak dojde souc¢asné k zabranéni aktivace APC/C, degradace
cyklinu B a k setrvalé aktivit¢ MPF, coz ma za nasledek, ze dokonceni Il. meidzy a
formovani prvojader mulZe nastat az se zpozdénim po zruSeni pidsobeni inhibitoru
(Amdani et al., 2015). O tomto faktu jsme véd¢li jiz z predbéznych experimentd, které
jsem pouzil pro diplomovou praci. Jejich vysledky dokonce naznacily (bez prokazané
signifikance) i mozné zlepSeni vyvoje do stadia blastocysty u oocytli, které byly
bezprostifedné po oplozeni Cerstvymi spermiemi kultivovany po dobu 18 hodin v médiu
s MG132. Zajimalo nas, jestli oocyty oplozené spermiemi s riznou mirou extracelularni
ubiquitinace budou na podobnou inhibici reagovat odlisné. Pokud jsme hodnotili
uspesnost oplozent, rozdily mezi skupinami nebyly patrné. Na druhou stranu dochazelo k
opozdéni vzniku prvojader a prvni ryhy, patrné diky stabilizovanému MPF. U v8ech
experimentalnich skupin (oocytd oplozenych F/T spermiemi bez tfidéni; oocytl
oplozenych F/T 1Ub spermiemi; oocyti oplozenych F/T hUb spermiemi) dochazelo
k tspéSnému prvnimu ryhovani s podobnou ¢etnosti, a to bez ohledu na to, zda byly
oocyty prvnich 18 hodin po oplozeni kultivovany v médiu s MG132 nebo bez n¢j. Obecné
vSak doslo k vyraznému sniZeni usp€Snosti vyvoje do stadia blastocysty ve skupinach
inkubovanych s inhibitorem nezavisle na tom, jestli byly pouzity pouze F/T spermie nebo
spermie tfidéné podle miry extracelularni ubiquitinace a nasledné kryoprezervované.
Cetnost blastocyst byla vzdy zhruba poloviéni oproti kontrolnim skupinam bez inhibitoru.
Rozpor téchto vysledka s predbéznymi experimenty by mohl byt v rozdilném momentu
pridani inhibitoru k oocytim. V pfedchozich pokusech byl totiz MG132 aZ v médiu, do
kterého se oocyty pienesly po oplozeni pomoci ICSI, coZ mohlo poskytnout prostor pro

degradaci MPF nebo zahdjeni rozpoznani a dekondenzace spermie. Rozdil by také mohl
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vyplyvat z pouZiti kryoprezervovanych spermii, které jsou velmi nachylné na poskozeni

béhem zamrazeni.

Daleko zajimavéjsich vysledka jsme dosahli s oplozenim pomoci spermii, které byly pred
injikaci inkubovany s protilatkou proti Ub. Signifikantni zlepSeni bylo patrné jak
v uspéSnosti oplozeni, tak v ramci vyvoje embryi do stadia blastocysty. JelikoZ vSechna
opakovani byla provadéna paraleln€, se stejnymi manipulacemi, pouze s pridanou
protilatkou proti Ub, miZeme se domnivat, Ze zamaskovani Ub na povrchu spermie ma
pozitivni vliv na vyvoj po injikaci spermie do oocytu. Mechanismus tohoto ptisobeni neni
znam, ale vysledek je v souladu s nasi hypotézou o primém vlivu Ub, kdy by se nejednalo
pouze o marker kvality. Experimenty s protilatkou musely byt provedeny na cerstvych
spermiich. Jak je jiZ uvedeno vyse, je sice mozné F/T spermie opétovné znacit protilatkou
a bylo by prinosné vyzkouset vliv maskovani Ub na tfidénych spermiich, narazime zde
vSak opét na vysokou nachylnost kancich spermii na poskozeni (Yeste, 2016). Pokud jsme
totiz zkousSeli znacit protilatkou tfidéné spermie po kryoprezervaci, béhem které dochazi
k disociaci protilatky z Ub, v pomérné kratkém ¢ase dochézelo u spermii ke ztrate viability
a celistvosti plazmatické membrany. Po skonceni pottebné inkubace s protilatkou jsme
pak jiz nedokazali najit ve vzorku motilni spermie, které by byly vhodné pro ICSI. Na
druhou stranu bez kryoprezervace by nebylo mozné sledovat vliv maskovani na tridéné
spermie, protoZze po sortingu by bylo nutné navazanou protilatku disociovat, coz je u takto
choulostivych bunék nejspis prakticky nemozné. Dostali bychom tak tfidéné spermie, ale
se zamaskovanym Ub, coZ by nésledné mélo nulovou vypovidaci hodnotu ohledné jeho

pripadného vlivu v cytoplazmé oocytu.

Otazkou tak stale zastava, zda naSe vysledky znamenaji pouze to, zZe extracelularni Ub je
znaCkou, kterd upozornuje na defektni spermie, jez by mecly byt degradovany
v epididymis, ale unikly selekci (Sutovsky, 2003). Na druhou stranu, data ziskana v ramci
inkubace spermii s protilatkou proti Ub naznacuji, Ze by skutecné mohl existovat
mechanismus, ktery dokaZe tyto spermie, jeZ nebyly zastaveny v epididymis, odhalit a
prerusit vyvoj takto vzniklého embrya. Mira extracelularni ubiquitinace také podle naSich
vysledkll neovliviiuje vlastni oplozeni. Zjistili jsme jen minimalni rozdily v usp€snosti
prvniho ryhovani zygoty mezi skupinou oocytli oplozenych spermiemi s minimalnim
mnozstvim extracelularniho Ub a oocyty oplozenymi spermiemi svysokou mirou
ubiquitinace. V experimentu s protilatkou proti Ub se sice objevil signifikantni rozdil, ale

ne prili$ vyrazny.
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Nabizi se tedy mozné vysvétleni, Ze za vlivem extracelularni ubiquitinace stoji aktivace
degradacniho aparatu, ktery by mohl interagovat s jadrem spermie, mozné na podobnych
principech, které se uplatnuji pii degradaci mtDNA (Sato a Sato, 2011; Song et al., 2014).
Tim by nemusela byt ovlivnéna faze pred EGA, kdy vetSina regulaci je rizena oocytarni
cytoplazmou a maternalni mRNA (Telford et al., 1990), ale problémy by se zacaly
objevovat az pti reaktivaci genomu a po ném, béhem vyvoje do blastocysty. Nalezeni klice
pro spravnou selekci spermii by poté mohlo vyrazné uleh¢it experimenty u modelovych
organismu jako je prave prase, které maji velky potencial limitovany nizkou tspéSnosti

technik oplozeni in7 vitro (Grupen, 2014).

7.3 Vliv regulace iontovych kanall na starnuti oocytt

Vyuziti protektivniho vlivu gasotransmiter(i na starnuti oocytti by pak mohlo dale vylepsit
pouzitelnost ART. Zda se, Ze tento efekt je zptsoben regulaci iontovych kanald pro Ca2*
a K*. Podobny efekt, jaky byl pozorovan pfi vyuziti HoS (Nevoral et al., 2014; Krejcova et
al., 2015), je mozné tedy napodobit, nebo naopak vyrusit, pfimou regulaci téchto
iontovych kanald. Zpomaleni starnuti bylo pozorovano pfi inhibici Ca2* kanala typu L
vlivem verapamilu. Tento specificky inhibitor, ktery se v klinické praxi jiZ dlouho pouziva
pro lécbu hypertenze (Midtbe et al., 1986), dokaze snizovat procento oocytdl, u kterych
vlivem starnuti dochazi k apoptdze nebo k lyzi. Tento ucinek se navic zesiluje se zvySujici
se koncentraci verapamilu v kultivaénim médiu. Aktivator ATP-dependentnich kanali K*
iontli minoxidil ma podobné Ucinky, ale kromé sniZovani procenta oocytu, které lyzuji
nez verapamil. Opacné pusobici regulatory téchto kandll, tedy aktivator ATP-
dependentnich K* kanalt glibenclamid nebo agonista Ca?* kanalti oznacujici se BAY
K6844, poté dokazi eliminovat protektivni pusobeni H2S na oocyty. Tento reverzni
experiment dale posiluje hypotézu o mechanismu ptsobeni H»S pres regulaci iontovych
kanald, jelikoZ oba dva tyto regulatory dokazi jeho vliv zvratit a pfi jejich zvySujici se
koncentraci v médiu s donorem HsS sulfidem sodnym (NazS) dochazi ke starnuti oocytt

podobné, jako v nepritomnosti H»S.

Inhibice kanalt pro Ca?* a aktivace K* tedy vede u udrzeni oocytd v II. meiotickém bloku
a zpomaleni starnuti oocytd (Nevoral et al., 2018). ProdlouZeni ¢asového okna, béhem
kterého mize dojit k oplozeni, pomoci zpomaleni starnuti by mohlo byt velmi vyhodné
prave pii kombinaci s metodou ICSI. Tento zpusob oplozeni je pomerné€ pomaly a naro¢ny

na vlastni mechanické provedeni. Zaroven mohou byt vysledky znacné ovlivnény
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variabilitou kvality oocytd. Ty pochdazeji ze zvirat, které nejsou chovany pro laboratorni
ucely, a jejich Zivotni podminky, dieta a presny vék porazky jsou znacné variabilni. Vliv
ma i variabilita kvality spermii, ktera je specidln¢ u kancua také velmi vysokd. Ze vSech
téchto davodi by bylo vyhodné, aby skupiny v parovych pokusech byly co mozna nejvétsi,

¢imz by se vliv zminéné variability mohl znac¢né snizit.
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8 Zaver

Nas§ vyzkum se snazil objasnit pfimy vliv extracelularni ubiquitinace na usp€Snost
oplozeni a ¢asného embryondalniho vyvoje. Pro umoZnéni experimentd, které by tento vliv
mohly prokazat, jsme museli zavést novou metodiku pro sorting spermii pomoci
pratokového cytometru a naslednou kryoprezervaci. Nami popsand metoda poskytuje
dostate¢né mnozstvi spermii potfebnych pro oplozeni oocyti metodou ICSI. Pokud jsme
nasledn¢ pouzili pro injikaci do oocytl spermie vybrané na zakladé vysoké miry
extracelularni ubiquitinace, nedoSlo ke zhorSeni wvysledki uspéSnosti oplozeni
v porovnani se spermiemi s minimalnim mnozstvim extracelularniho ubiquitinu. DoSslo
vSak k signifikantnimu sniZeni procenta embryi, ktera byla schopna vyvoje do stadia
blastocysty. Pritom v ramci porovnani obou skupin byl zji$tén i signifikantné vétsi pocet
embryi, ktera vznikla pomoci vysoce ubiquitinovanych spermii a jejichZ vyvoj se zastavil
pred reaktivaci embryonalniho genomu. Dale jsme prokazali signifikantni zlepSeni vyvoje
do stadia blastocysty pri zamaskovani extracelularniho ubiquitinu specifickou
protilatkou. VSechny tyto vysledky jsou ve shod¢€ sna$i hypotézou predpokladajici
existenci regula¢niho mechanismu v cytoplazmé oocytu, ktery miize byt aktivovan pravé
ubiquitinem na vnéj$i plazmatické membrané spermie. Pokud by se jednalo pouze
o korelaci miry ubiquitinace a kvality spermii, tak by nemélo dojit k vylepSeni po
zamaskovani extracelularniho ubiquitinu. Zda se v8ak, Ze oocyt je schopen reagovat spi$
pfimo na ubiquitinovou znacku, nez na vlastni kvalitu spermie. Dokazali jsme také
simulovat nebo vyruSit protektivni plisobeni gasotrasmiteru H»S, ktery zpomaluje
starnuti maturovanych oocytu. Téchto ucinkd bylo dosazeno pomoci regulace iontovych
kanald pro K* a Ca?* ionty, které se zdaji byt klicové pro udrzeni oocytti v II. metafézi, aby

nedoslo k partenogenetické aktivaci, apoptoze nebo lyzi oocytd.

Vysledky vyzkumu mohou pomoci vylepSit celkové nizkou tspéSnost umélého oplozeni

u prasete.
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Cryopreservation of fluorescence activated cell sorted
boar spermatozoa based on extracellular ubiquitination

A. PETELAK, V. KRYLOV

Faculty of Science, Charles University in Prague, Prague, Czech Republic

ABSTRACT: The present study is focused on the methodology of fluorescence activated cell sorting (FACS)
of spermatozoa stained by the antibody against extracellular surface marker ubiquitin (eUb) and subsequent
protocol for their long term storage in liquid nitrogen (LN). High level of spermatozoa surface ubiquitina-
tion has been previously discussed as a negative quality marker. From a general point of view, any other outer
membrane antigen would be compatible with our approach. Regarding our experimental design we found that
only those insemination doses with at least 40% of motile spermatozoa after freezing and thawing (F/T) in the
egg-yolk medium with lactose are suitable for the subsequent antibody staining and FACS. The sorting rate was
sufficient for the preparation of up to 20 spermatozoa aliquots for intracytoplasmic sperm injections (ICSI).
Two significantly different groups with good freezability were prepared and stored in LN (0.73% contamination
of spermatozoa with high eUb level in non-ubiquitinated group and reversely 6.65% spermatozoa without eUb
in highly ubiquitinated group). Sperm viability after FACS varied from 11 to 28% regardless of the used media
(P = 0.15). Required viability of F/T sorted spermatozoa was obtained by using Solusem® extender as a load and
collection medium. In this case 12% of viable spermatozoa with progressive motility in low eUb level group and
7% in high eUDb level group (P < 0.05) were detected. Our approach allows obtaining sufficient number of viable
spermatozoa for subsequent artificial fertilization by ICSI. This procedure could be used for a wide variety of
spermatozoa sorting based on different surface markers.

Keywords: pig; antibody staining; quality marker; porcine sperm; FACS; ubiquitin; cryopreservation

INTRODUCTION

Domestic pig (Sus scrofa domestica) represents
an important model organism in clinical applica-
tions and regenerative medicine (Nagashima et
al. 2012). However, in vitro production of qual-
ity embryos is hampered by the low success in
artificial reproduction techniques (ART) such as
in vitro fertilization (IVF) and intracytoplasmic
sperm injection (ICSI). With this regard the focus
is given to the precise execution and monitoring
of all key steps throughout the process.

A fundamental criterion for proper fertiliza-
tion is the spermatozoa quality concerning the
morphology, motility, and fertilization rate. Cur-
rently, spermatozoa evaluation is performed using

a hemocytometer (mostly used), computer assisted
semen analysis (CASA), photometric measure-
ment or flow cytometry (FC) (Hansen et al. 2006).
FC technique would be easily coupled with the
analysis of spermatozoa extracellular ubiquitina-
tion (eUb) level since this indicator was found to
be negatively correlated with their fertilization
ability (Sutovsky et al. 2002; Hodjat et al. 2008).
The eUb level determination would then improve
the quality control in livestock reproduction and
clinical medicine (Ozanon et al. 2005).

To confirm the direct effect of spermatozoa outer
membrane ubiquitination on its quality and subse-
quent embryonic development, in vitro fertilization
(IVF) or intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
could be utilized using spermatozoa labelled by anti
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Ub primary antibody (Ab). Secondary Ab coupled
with fluorophore would enable their sorting, based
on the presence or absence of fluorescence signal
using fluorescence activated cell sorting (FACS).
Currently, this technique is employed in spermato-
zoa sorting based on the sex chromosomes content,
i.e. sperm sexing (Vazquez et al. 2009). Precisely
separated populations of low eUb and high eUb
spermatozoa are necessary for the subsequent com-
parison of fertilization tests using the techniques
of in vitro assisted reproduction. In porcine model
ICSI would be preferentially employed for its ability
to overcome the lower spermatozoa motility after
FACS procedure and to eliminate a polyspermic
penetration, the common problem observed in
standard porcine IVF protocols (Kren et al. 2003).
ICSI provided similar fertilization and blastocyst
forming rates when FACS sex sorted and unsorted
spermatozoa were compared (Jo et al. 2014).

To overcome the problems with spermatozoa
variability among particular insemination doses
(Alkmin et al. 2014) it is necessary to have a well-
established freezing and long-term storage pro-
tocol. In domestic animals a cryopreservation of
cattle and horse semen is commonly used and
improved (Barbas and Mascarenhas 2009), but the
protocol for boar spermatozoa freezing is usually
still based on egg-yolk extender (Pursel et al. 1972).

The low viability and conception rates of frozen
and thawed (F/T) spermatozoa currently obtained
after insemination are due to a combination of
detrimental effects on sperm function and struc-
tural integrity during the freeze—thawing process
(Watson 1995). In addition, boar spermatozoa
membranes are highly sensitive to freezing stress
(White 1993) and no more than 70% of spermatozoa
are able to survive the cryopreservation (Gil et al.
2005; Martinez-Alborcia et al. 2012).

In this study we described a new combination
of FACS procedure based on the surface marker
and freezing protocol providing spermatozoa of
sufficient quality for subsequent use in ART.

For the successful combination of cryopreser-
vation and FACS it is important to optimize the
extender and collection medium and make all
processes with standard routine.

MATERIAL AND METHODS

Preparation of spermatozoa suspension. In-
semination doses were purchased from local pro-

ducer (Chovservis a.s., SOSK Brn4, Hradec Krélové,
Czech Republic). Boar semen was collected by
gloved-hand technique and all procedures were in
accordance with Czech law. 20 ml of spermatozoa
suspension was centrifuged for 5 min at 700 g and
supernatant was aspired leaving approximately
1 ml of the original solution. Sediment was then
resuspended and sorted on Percoll gradient (700 g
for 15 min) consisting of 5 ml 40% Percoll (GE
Healthcare Biosciences AB, Uppsala, Sweden)
underlain with 2 ml of 80% Percoll. Dulbecco’s
phosphate buffered saline (DPBS) (Life Technolo-
gies, Carlsbad, USA) was used instead of standard
PBS for the Percoll dilution. All media and solutions
were tempered to 17°C. After centrifugation the
supernatant was discarded and the spermatozoa
pellet was resuspended with DPBS + 0.01% polyvi-
nyl alcohol (PVA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
to a final concentration 1 x 10® spermatozoa/ml.

Antibody staining. Blocking of spermatozoa
(30 min) was performed in 5% normal goat se-
rum (5% NGS) (Sigma-Aldrich) in DPBS prior
to staining. After a 5 min centrifugation of 5 ml
spermatozoa suspension at 350 g, the supernatant
was removed and pellet resuspended in 0.5 ml of
1% NGS with primary antibody (Anti Ubiquitin;
Imgenex Corp., San Diego, USA) diluted 1:100 and
incubated for 40 min at 17°C. Spermatozoa were
then washed twice with 1% NGS and incubated
for 60 min in 1% NGS with secondary antibody
(Goat-anti-rabbit IgG FITC; Imgenex Corp.) di-
luted 1:200. After staining, cells were washed in
appropriate load medium, DPBS + 0.01% PVA or
Solusem® (Varkens KI Nederland, Deventer, the
Netherlands), the standard extender routinely
used by insemination doses producer.

FACS. To distinguish spermatozoa from other
particles and debris, cells were stained for 15 min
with Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) added to the
appropriate load medium to a final concentration
1 pg/ml (Marchiani et al. 2007). To remove debris or
clumped spermatozoa, samples were then filtered
through a 40 pm mesh. A polychromatic high-
speed cell sorter BD-Influx (BD Biosciences, San
Jose, USA) equipped with lasers (355, 488 nm) was
used. DPBS served as a sheath fluid. A standard
nozzle was used for both groups during passage
through the FACS. Sorted spermatozoa were de-
flected into 1.5 ml mini tubes containing 700 pl
collection medium DPBS + 0.01% PVA or modi-
fied Tris-buffered medium (mTBM) (MilliQ water
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with 113.1mM NaCl,, 3mM KCI, 20mM Trizma
base, 5mM glucose, 5mM sodium pyruvate, bovine
serum albumin in the concentration of 2 pug/ml,
and 14.1mM phenol red - all Sigma-Aldrich) or
extender Solusem®. The data were acquired using
BD FACSDiva Software (BD Biosciences).

Spermatozoa were sorted into two groups to ac-
quire the largest difference in the eUb level. In the
first one (low eUDb level) we selected spermatozoa
with minimal fluorescein isothiocyanate (FITC)
signal intensity and in the second group (high eUb)
spermatozoa with strong signal were collected. Both
groups included consistent population of sperma-
tozoa with similar intensity of fluorescent signal
to obtain enough intra-group similarity (Figure 2).

Freezing protocol. Sperm freezing medium was
prepared according to study of Yi et al. (2002) with
modification in surfactant component in fraction B
where 8.3mM sodium dodecyl sulfate (SDS) (Sigma-
Aldrich) was used instead of Orvus ES Paste.

We established our modified protocol for sper-
matozoa freezing and thawing which we used for
freezability test. Twelve ml of spermatozoa sus-
pension from insemination dose was centrifuged
for 5 min at 700 g, supernatant was aspirated to a
final volume of approximately 0.75 ml. Pellet was
then resuspended and sorted on Percoll gradient
tempered to 17°C, the supernatant was removed
and pellet was resuspended in DPBS + 0.01% PVA
tempered to 17°C to a final concentration of 5 x 107
spermatozoa/ml. Two ml of this suspension was
centrifuged for 5 min and supernatant was discarded.
The pellet was resuspended in 0.5 ml fraction A
of freezing medium (20% (v/v) of egg yolk diluted
in MilliQ water, 0.3M lactose monohydrate). Sus-
pension was over a 2 h period slowly cooled in a
refrigerator to 5°C and 0.5 ml of freezing medium
fraction B (fraction A with 0.82M glycerol and
8.3mM SDS) was added. In a room tempered to
5°C, glass 50 ul capillaries (Drummond Scientific
Co., Broomall, USA) were filled immediately with
approximately 30 ul of suspension, the suspension
was aligned to the centre, and Bunsen torch was
used to seal the ends. Capillaries were horizontally
placed on a plastic holder situated 5 cm above the
liquid nitrogen (LN) surface in a tank for 10 min
before they were immersed into LN and then stored.

For freezing FACS sorted spermatozoa some mi-
nor modification was performed. We did not make
Percoll selection since this step was performed
already before Ab staining. Collection medium
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with spermatozoa was centrifuged for 5 min at
700 g, supernatant was discarded, and pellet was
gently resuspended in 200 pl fraction A of freezing
medium. After refrigeration, 200 pl of fraction B
was added. Subsequent procedures were the same
as for the freezability test.

The spermatozoa suspension was thawed in
37°C water bath for 3 min and then immediately
added to a test tube containing 250 ul mTBM-ICSI
(mTBM with 2mM CaCl, 2H,0 and 1mM caf-
feine). Sperm motility was evaluated after a 20 min
incubation.

Viability analysis. After the 20 min incubation
in mTBM-ICSI at 38°C spermatozoa motility was
evaluated using standard Biirker chamber. To deter-
mine spermatozoa concentration and motility, two
independent measurements were performed, count-
ing 200 spermatozoa in each replicate. Particular
media combination for FACS was tried on 5 or 6
different insemination doses with good freezability.

Evaluation of spermatozoa viability based only
on motility was sufficient for our purposes because
this value is closely related to their viability and
gives similar evaluation results (Gil et al. 2005;
Martinez-Alborcia et al. 2012). Immotile sper-
matozoa were assessed as non-viable.

A comparison of viability between low- and
highly-ubiquitinated spermatozoa was carried
out in paired experiments.

Statistical analysis. Statistical analysis and graphs
were carried out using the GraphPad Prism, Ver-
sion 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
Data were analyzed by one-way ANOVA and ¢-test.
Values were considered statistically significant at
P < 0.05.

RESULTS

Selection of appropriate insemination dose.
Insemination doses from different boars were pre-
pared for cryopreservation, stored in LN for one
day, and thawed. The motility of F/T spermatozoa
varied from 0 to 55%. We arbitrary determined the
presence of 40% motile spermatozoa after F/T as
the lowest limit for using the original insemination
dose for sorting procedure. Insemination doses
with spermatozoa viability lower than 40% always
revealed spermatozoa motility close to zero after
FACS and F/T (data not shown).

FACS and the selection of collection medium.
Representative patterns of spermatozoa immuno-



Czech J. Anim. Sci., 61, 2016 (7): 310-316

Original Paper

doi: 10.17221/27/2015-CJAS

fluorescence labelling with anti-ubiquitin antibody
after FACS is shown in Figure 1. FACS analysis
outcome (Figure 2) revealed distinct spermatozoa
populations based on the FITC signal intensity
derived from the staining by secondary antibody.
Figure 2 shows gating of events determined as
single cells and the intensity plot used for the
sorting of high eUb level spermatozoa and cells
with the minimal eUb level.

Sorting rate of high eUb level spermatozoa var-
ied from 26 to 194 spermatozoa per second (sp/s)
with the average value of 75 sp/s, low eUb level
revealed values ranging from 63 to 318 sp/s with
the average of 148 sp/s. These sorting rates kept

(A)

spermatozoa in a relatively good condition and
ensured a sufficient sorting resolution.

Sorted spermatozoa were reanalyzed by flow cy-
tometry with identical configuration as for sorting.
In the experimental groups with low ubiquitinated
spermatozoa we found the average contamina-
tion 0.73% of spermatozoa with high level of eUb.
Conversely, in the group of highly ubiquitinated
spermatozoa low ubiquitinated counterparts were
presented with 6.65% on average.

The viability of spermatozoa after sorting was
the highest in the experimental group where load
and collection medium was the Solusem® extender
(Figure 3A).

(B)

10 um

Figure 1. Commonly observed ubiquitination patterns (green) on sorted spermatozoa in the group with high ubiq-

uitination level (A) and equally stained spermatozoa from low extracellular ubiquitination (eUb) level group (B).

Chromatin was counterstained with DAPI (blue)

(A) (B)

Figure 2. Flow cytometry analysis outcome of spermatozoa stained with Hoechst 33342 and FITC-conjugated sec-

ondary anti Ub primary antibody (Ab)

gating to distinguish debris and other bodies from spermatozoa (A), gating to select clumped spermatozoa from single cells (B),

visible population of spermatozoa with low extracellular ubiquitination (eUb) level (Low) and high eUb level (High) (C)
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Figure 3. Percentage of viable low and highly ubiquitinated spermatozoa (A) and frozen/thawed spermatozoa (B) after

fluorescence activated cell sorting (FACS) in different load/collection media (mean + SEM). 200 spermatozoa were

analyzed in each replicate (numbers of replicates are in brackets)

*~significant difference (P < 0.05)

eUb = extracellular surface marker ubiquitin, DPBS = Dulbecco’s phosphate buffered saline, PVA = polyvinyl alcohol,

mTBM = modified Tris-buffered medium

The overall viability regardless of the used load
and collection media was better for low ubiquiti-
nated spermatozoa after FACS (18.6%) in compari-
son with the high eUb level experimental group
(13.8%, P < 0.005) indicating a negative correlation
between surface eUb level and spermatozoa quality.

Viability after thawing. The high viability rate
of F/T spermatozoa after FACS is the key factor
for the successful fertilization and early embryonic
development. When DPBS + 0.01% PVA was utilized
as a load and collection medium, no viable and
motile spermatozoa were observed after FACS and
F/T. Using DPBS + 0.01% PVA as aload and mTBM
or standard extender as a collection medium, only
few viable spermatozoa were detected but without
progressive motility. The best viability rate with
progressively moving spermatozoa was determined
when Solusem® extender was employed as a load
and collection medium (Figure 3B). In this case the
viability of low ubiquitinated spermatozoa after
FACS and F/T was 12.0% and in the high eUb level
experimental group it was 7.0% (P < 0.05).

DISCUSSION

Plasma membrane of boar spermatozoa is sensi-
tive to stress, which greatly limits the utilization of
FACS and freezing and makes the IVF techniques
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more complicated (Vazquez et al. 2009; Balao da
Silva et al. 2013). In addition, there is a wide indi-
vidual variability among particular boars (Medrano
et al. 2009) and even among individual semen
collections from the same animal (Ciereszko et
al. 2000). It is therefore important to evaluate the
actual semen quality before subsequent fertiliza-
tion or experimental trial. The first concern was
to optimize spermatozoa survival rate during and
after the freezing/thawing procedure.

Initial freezability test was important to over-
come the above mentioned difficulties. Insemina-
tion doses without appropriate motility after F/T
(below 40%) are not suitable for next procedures.

In contrast to cattle and horse, sorting of sper-
matozoa by FACS is used rarely in pig. Utilization
of FACS to obtain sexed spermatozoa and piglets
of desired sex was described by several authors
(Vazquez et al. 2009), but only one approach was
considered for commercial use (del Olmo et al.
2014). The necessity of large spermatozoa quantity
for swine insemination (Vazquez et al. 2009) pre-
determines FACS especially in combination with
cryopreservation to fertilization by ICSI. In our
study we have shown that the average speed limit
for the sorting rate regarding antibody staining of
surface eUb is around 5 x 10° spermatozoa per
hour which is incompatible with the preparation
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of standard insemination dose (minimum up to
5 x 108 F/T spermatozoa) (Knox and Yantis 2014)
but it is sufficient for one laparoscopic insemination
(del Olmo et al. 2014) or for many ICSI procedures.

A standard cytometer nozzle was used for all
sorted groups because signal intensity of high eUb
and low eUb populations was highly different and
spermatozoon orientation during passage through
the FACS detector had only minor contribution.
In contrary to our experimental design, a stand-
ard nozzle is useless for the spermatozoa sexing
where the signal intensity is very similar for XX
and XY spermatozoa (Garner 2006). Staining of
semen samples with Hoechst 33342 to distin-
guish spermatozoa from other particles and debris
was also performed by Marchiani et al. (2007) or
Martinez-Alborcia et al. (2012).

During FACS, spermatozoa are in the suboptimal
condition and motility and viability decrease. On
the other hand, high pressure during fast sorting
has the same negative effect. We determined the
optimal sorting duration up to 90 min. Above this
time limit we observed serious decrease of sperma-
tozoa motility and viability (personal observation).

To obtain two populations with maximal resolu-
tion regarding the ubiquitination level, only 1.51
and/or 0.91% of spermatozoa was selected into group
with low and/or high eUb level. Interestingly, we
observed significantly lower spermatozoa viability
in the high eUb group compared to low eUb coun-
terpart. This result corresponds to the hypothesis
regarding the selection of epididymal spermatozoa
based on eUb level (Sutovsky et al. 2002).

However, not all studies revealed this negative
correlation between eUb level and spermatozoa
quality. Muratori et al. (2005) and Varum et al. (2007)
reported the opposite results. These discrepancies
could be explained either by hypo-functionality of
ubiquitin-based spermatozoa selection and degrada-
tion in epididymis (Eskandari-Shahraki et al. 2013)
or by detection of ubiquitinated proteins, albeit not
those on the sperm surface, that are intrinsic to
normal spermatozoa (Sutovsky et al. 2015).

Our results are also in contradiction to study
by Purdy (2008) concerning positive correlation
between percentage of ubiquitinated spermatozoa
in whole boar insemination dose and its freezabil-
ity. The author highlighted the general beneficial
effect of protein incorporation in the spermatozoa
membrane (surface ubiquitin in this case) on its
fluidity and cryopreservation success. With this

regard it means that a separated group of highly
ubiquitinated spermatozoa should reveal better
survival rate after F/T in comparison with a non-
ubiquitinated counterpart. However, our results
indicated the opposite reliance, thus we disprove
this hypothesis.

The viability after thawing greatly depends on
initial semen parameters and precise manipulation
during all processes. Unpublished data suggest
temperature fluctuations during manipulation
with spermatozoa as a crucial problem, especially
after the initial cooling down to 5°C.

CONCLUSION

Spermatozoa undergo various kinds of stress dur-
ing a relatively long procedure of Ab staining and
FACS. Our approach allows obtaining a sufficient
number of viable spermatozoa for subsequent ar-
tificial fertilization by ICSI. This procedure could
be used for a wide variety of spermatozoa sorting
based on different surface markers.
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Background: Hydrogen sulfide has been shown to improve the quality of oocytes destined for in vitro fertilization.
Although hydrogen sulfide is capable of modulating ion channel activity in somatic cells, the role of hydrogen sulfide
in gametes and embryos remains unknown. Our observations confirmed the hypothesis that the K,y and L-type Ca*™

ion channels play roles in porcine oocyte ageing and revealed a plausible contribution of hydrogen sulfide to the

modulation of ion channel activity.

Results: We confirmed the benefits of the activation and suppression of the K,p and L-type Ca** ion channels,

respectively, for the preservation of oocyte quality.

Conclusions: Our experiments identified hydrogen sulfide as promoting the desired ion channel activity, with
the capacity to protect porcine oocytes against cell death. Further experiments are needed to determine the exact

mechanism of hydrogen sulfide in gametes and embryos.

Keywords: Oocyte, Gasotransmitter, Hydrogen sulfide, lon channel, Oocyte ageing

Introduction
Matured metaphase II (MII) oocytes are destined for
fertilization and, therefore, represent essential cells in
human reproduction, as well as assisted reproduction
technologies (ART) when natural reproduction fails.
However, oocyte maturation is not strictly synchronized
at MII, and oocytes undergo undesirable changes related
to post-ovulatory ageing. These changes ultimately mani-
fest in cell death (i.e., apoptosis or lysis) or parthenoge-
netically activated embryonic development [1, 2].
Accordingly, age-related signalling has been extensively
studied, and various substances with oocyte protective
effects have been tested [3, 4]. Gasotransmitters, particu-
larly hydrogen sulfide, represent potent signalling mole-
cules involved in the regulation of oocyte maturation and
ageing [3, 5, 6]. Accordingly, a hydrogen sulfide treatment
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B BMC

suppresses the negative effects of oocyte ageing, such as
parthenogenetic activation and oocyte/embryo death,
in a dose-dependent manner [3]. The mechanism of
hydrogen sulfide action is well studied. Indeed, hydrogen
sulfide-activated ATP-sensitive KT (K* ,1p) ion channels
have been described, while L-type Ca®" ion channels
have also been shown to be inhibited by hydrogen sulfide
[7, 8]. S-sulfhydration, a hydrogen sulfide-derived post-
translational modification [9], is considered to be the
mechanism of hydrogen sulfide action towards ion chan-
nels [10]. Although the actions of hydrogen sulfide have
been intensively studied in somatic cells, findings in gam-
etes are rare [5, 11].

In the present study, we hypothesized that hydrogen
sulfide also modulates the activity of K™ ;1p and/or L-type
Ca®* ion channels in aged oocytes. We used oocytes
from the well-established biomedical model of the
domestic pig (Sus scrofa) and explored possible ways to
preserve the quality of oocytes and improve their avail-
ability for ART. We have observed a protective effect of

© The Author(s) 2018. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
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hydrogen sulfide treatment on aged oocytes and subse-
quently revealed hydrogen sulfide to be a signalling mol-
ecule in oocyte [reviewed by 12]. Based on known targets
of hydrogen sulfide with potent cell-protective activi-
ties [13], we pharmacologically induced the activation
and inhibition of K*,;p and Ca®>" ion channels through
minoxidil and verapamil treatment of aged oocytes,
respectively. We tracked intact MII oocytes and all unde-
sired oocyte phenotypes.

Materials and methods
All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (USA)
unless otherwise stated.

Pig oocyte collection and oocyte ageing

Pig ovaries were obtained from non-cyclic gilts at a local
slaughterhouse (Jatky Cesky Brod, a.s., Czech Repub-
lic) and transported to the laboratory. Cumulus-oocyte
complexes were collected from 3 to 5 mm follicles by
aspiration using a syringe and 20G needle. Fully grown
immature oocytes with intact ooplasm and compact lay-
ers of cumulus cells were selected for in vitro maturation
in modified M199 culture medium for 48 h at 39 °C and
5% CO, [6]. Matured MII oocytes were denuded and
subjected to further in vitro cultivation in modified M199
under standard conditions for 72 h [3].

Pharmacological treatment of aged oocytes

During the 72 h in vitro culture of matured oocytes,
minoxidil (K*,;p channel activator), verapamil hydro-
chloride (L-type Ca®' channel blocker) or Na,S-9H,O
was added. In further experiments, Na,S supplementa-
tion was combined with different concentrations of glib-
enclamide (K channel blocker) or BAY K8644 (L-type
Ca?* channel agonist).

Evaluation of oocyte ageing

At the end of in vitro culture, aged oocytes were mounted
on slides using Vaseline and fixed in acetic alcohol (1:3,
v/v) for at least 48 h. Fixed oocytes were stained with
1.0% orcein and evaluated via phase contrast microscopy
(Olympus, Germany). Aged oocytes were evaluated as
follows: (i) intact MII oocytes without visible morpho-
logical changes; (ii) cell death, i.e. apoptosis (marked with
visible apoptotic bodies, also called fragmentation) or
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lysis (necrosis) or (iii) parthenogenetic activation (recog-
nized by spontaneous embryonic development). Ageing
phenotypes are shown on Fig. 1.

Statistics

Data from 120 oocytes per group in three independent
experiments are expressed as the mean=+S.E.M. The
data were processed using Statistica Cz 12 (StatSoft,
USA). For comparisons of the study groups, one-way
ANOVA (for quantitative variables) was used. In the
case of a significant overall finding, differences between
individual group pairs were assessed using the Bonfer-
roni post hoc test. The level of statistical significance
was set at a=0.05.

Results and discussion

The modulation of ion channel activity suppresses oocyte
ageing

We observed an improvement in oocyte quality follow-
ing the modulation of ion channel activity using the K*
and L-type Ca’>" channel activator and inhibitor, respec-
tively. Both agents yielded a dose-dependent increases
in the number of intact MII oocytes (Fig. 2A, D), along
with the suppression of cell death, such as apoptosis or
lysis (Fig. 2B, E). The positive effect of hydrogen sulfide
on oocyte ageing [3], as well as its ability to modulate ion
channel activity [reviewed by 7] have been described.
Therefore, subsequent experiments were performed
using combined treatment with a hydrogen sulfide donor
and modulators of ion channel activity.

K* channel inhibition reduces the protective effect

of hydrogen sulfide against oocyte ageing

Based on the aforementioned protective effect of hydro-
gen sulfide [3], we speculated that Kt channel activity
has a positive effect on aged oocytes. Moreover, the abil-
ity of hydrogen sulfide to modulate ion channel activity
is known [7, 8], as is the protective effect of KT y1p chan-
nel activation alone (see above). Based on the ability of
hydrogen sulfide to activate K*,1p channels, we sought to
reverse the positive effect of the hydrogen sulfide donor
using glibenclamide, a K yp channel blocker (iK y1p).
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respectively. Apoptotic bodies are indicated (arrow)

Fig. 1 Aged porcine oocytes with different manifestations of ageing. a Intact MIl: matured oocytes physiologically arrested in metaphase
of the 2nd meiotic division. The 1st polar body is extruded (arrowhead) and marks matured oocyte destined for fertilization. b Activated:
parthenogenetically activated oocytes with spontaneous embryonic development. ¢, d Cell death: oocytes underwent either fragmentation or lysis,

As expected, iK 4 1p impaired the quality of aged oocytes
compared with control oocytes aged in pure medium
(Fig. 3; (—)Na,S). In contrast, addition of a hydrogen
sulfide donor alone (control oocytes for (+)Na,S treat-
ment) increased the intact MII oocytes up to 54.24+0.8%
(Fig. 3A), while oocyte apoptosis/lysis (cell death) was
completely inhibited (Fig. 3B). iK,rp reduced the hydro-
gen sulfide-increased portion of intact MII oocytes
after 72 h of oocyte ageing in a dose-dependent manner
(Fig. 3A). While hydrogen sulfide-treated oocytes showed
a significantly decreased prevalence of oocyte cell death
(Fig. 3B), iK,pp treatment reversed the positive effect of
hydrogen sulfide (Fig. 3A, B). The observation is consist-
ent with the general assumption that hydrogen sulfide
acts as a K" yrp ion channel activator, as evidenced in

vascular smooth muscle cells [14], cardiomyocytes [15],
neuronal cells [16] and/or pancreatic beta cells [17].

L-type CaZ* channel activation impairs the protective
effect of hydrogen sulfide against oocyte ageing
In addition to K ,;p channels, we tested the role of Ca*"
channels in hydrogen sulfide-protected oocytes. Con-
sistent with our observation of the beneficial effect of
Ca”" channel inhibition (see above), we experimentally
reversed the positive effect of the hydrogen sulfide donor
using BAY K8644 an activator of L-type Ca’>" channels
(aCa).

Different concentrations of the Ca?t channel activa-
tor ((—)Na,S) had no observable effect on oocyte phe-
notypes (Fig. 4). When coupled with hydrogen sulfide
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Fig. 2 Role of ion channel modulators in oocyte ageing. A-C The protective effect of minoxidil (K* 5 channel activator) treatment on oocyte
ageing. D-F A similar effect was observed with verapamil (inhibitor Ca”* channels). Specifically, A, D increased intact Mil oocyte numbers, B, E
suppression of apoptotic or lytic oocytes (cell death), and ultimately, C, F parthenogenetically activated oocytes. Different superscripts indicate
statistically significant differences (P <0.05)

donor treatment ((+)Na,S), Ca®* channel activation sup-
pressed the protective effect of hydrogen sulfide on MII
oocytes (Fig. 4a). Additionally, the reduced occurrence of
oocyte apoptosis or lysis (i.e., cell death, Fig. 4b) induced
by hydrogen sulfide was reversed by addition of the Ca*"
channel activator. Our evidence suggests that hydro-
gen sulfide exerts is ageing-preserving effect through
the suppression of Ca’>" channels. Our findings are in

accordance with the observed intracellular Ca*" eleva-
tions that accompany oocyte ageing [18]. On the other
hand, the modulatory effect of hydrogen sulfide on Ca*"
channels is somewhat inconsistent, as hydrogen sulfide
is known to activate T-type Ca®" channels in neurons
[19]. Therefore, the effect of hydrogen sulfide on Ca*" ion
channels in spermatozoon and/or embryos requires fur-
ther study.
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Different superscripts indicate statistically significant differences the same aCa concentration (at a level less than 0.01)
among experimental groups within a treatment (a, b; a, 3, y, 6).
Asterisks indicate a significant difference between treatments within
the same iK,;p concentration (at a level less than 0.01)

Conclusions

Hydrogen sulfide supplementation represents a possi-
ble method of protecting against undesired phenotypic
changes in oocytes (Fig. 5). Our observations indicate

that hydrogen sulfide is able to activate the K y1p chan-
nel and inhibit the L-type Ca*" channel. To the best of
our knowledge, S-sulfthydration of cysteine thiols in pro-
teins is a likely molecular mechanism for the effects of
hydrogen sulfide in gametes and embryos. Further study
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Fig. 5 Graphical summary of oocyte ageing and the involvement of
hydrogen sulfide through the modulation of ion channels. Hydrogen
sulfide (H,S) treatment protects oocytes against cell death when
fragmented or lytic oocytes are observed (background). Modulators
of K*ATP and Ca”* channels (activator and inhibitor, respectively)

experimentally tested the crosstalk of K¥ ,/Ca’* ion channels and
hydrogen sulfide when the beneficial effect of hydrogen sulfide was
reversed using increasing concentration of K* 1 inhibitor or Ca>*

that K* .p/Ca”* channels are molecular targets of hydrogen sulfide in
aged oocytes

show hydrogen sulfide-like rescue effects (modulation). Therefore, we

channel activator (experiments). Based on our findings, we concluded

and understanding of the action of hydrogen sulfide
is necessary for translation to ART, which still include

many undefined factors and have variable success rates.
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Abstract

The effect of extracellular sperm ubiquitination was examined from many aspects and the majority of
existing studies negatively correlated the amount of highly ubiquitinated sperm cells in the sample
with the ejaculate quality and the fertilization success rate. In the present study, we compared an
early embryonic development up to blastocyst stage in the pig using two defined sperm cell
populations sorted by flow cytometry (FACS) based on the rate of the extracellular ubiquitination.
This novel approach allows studying the direct effect of extracellular ubiquitin (eUb), which is a
marker for epididymal recognition and degradation of defective sperm cells. We further examined
the hypothesis that eUb could be recognized directly in the ooplasm. In the porcine model, the
significance of results might be seriously affected by a high variability among sperm cell doses from
individual boars as well as by the variability among separate sample collections. To overcome this
obstacle, we used cryopreserved sperm cells from a single dose. Comparison of an early embryonic
development employing intracytoplasmic sperm cell injection (ICSI) with cryopreserved
(frozen/thawed, F/T) and fresh sperm cells did not reveal significant difference regarding blastocyst
formation rate. We also observed no difference in the male and female pronuclei formation and the
first zygote cleavage after fertilization of oocytes with high or non-ubiquitinated sperm cells sorted
by FACS. However, results of the early embryonic development to the blastocyst stage showed the
difference between both experimental groups (16.67% of blastocysts in non-ubiquitinated group vs.
6.20% of blastocyst in the high-ubiquitinated group, P <0.001). We further confirmed the negative
effect of eUb by the masking of Ub epitopes with the appropriate primary antibody in fresh sperm
cells prior to ICSI. This procedure improved the blastocyst formation rate from 14.19% in the
untreated group to 24.03% concerning antibody masked sperms (P <0.01). We conclude our results
support a generally accepted hypothesis concerning the negative correlation of the presence of eUb
on the sperm cell membrane and developmental competence of fertilized oocytes. However,
experiments with masking Ub antibody indicate the direct negative effect of the membrane ubiquitin
rather than sperm cell quality on the early embryonic development to the blastocyst stage, at least in

the porcine model.
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1 Introduction

The ubiquitin-proteasome system (UPS) is involved in the regulation of many cellular processes,
particularly protein degradation (proteolysis), membrane receptor internalization, antigen
presentation, transcription or apoptosis [1]. However, the role of UPS in reproduction was also
reported, including the regulation of oogenesis, follicle growth, spermatogenesis and sperm
maturation in the epididymis. UPS also plays an essential role in fertilization and subsequent

embryonic development, placenta formation and many other processes [2,3].

The ubiquitin-proteasome pathway is evolutionarily conserved and mediates the proteolytic
degradation of damaged, misfolded or unnecessary proteins in 26S proteasome, lysosome or
autophagosome [4]. Ubiquitin (Ub) is an 8.5 kDa protein consisting 76 amino acid residues. Seven
lysine residues in its sequence are capable to bind other Ub molecules, thereby create variable
polyubiquitin chains. The structure of these chains then determines further routing of Ub modified
proteins. Interaction of ubiquitin and its substrate is divided into three steps: 1. formation of the
thioester bond between Ub and ubiquitin-activating enzyme (E1) in the reaction requiring ATP
hydrolysis; 2. binding of the activated Ub to a ubiquitin-conjugating enzyme (E2) which is mostly
already coupled with ubiquitin ligase (E3); 3. binding of step two complex to the target protein or to
the lysine residue in the polyUb chain. There is more than one enzyme involved in each step. While
only a few enzyme variants exist for Ub-activating enzymes, tens of E2 enzymes and hundreds of Ub-
ligases (E3 enzymes) have been described. These variants are further regulated by phosphorylation
[5], specific inhibitors and other factors, such as cytoplasmic localization or subsequent regulation by
deubiquitinating enzymes. The structure, interconnections and importance of UPS regulation net

resemble the complexity of the kinase/phosphatase system in a cell regulation [6].

Most of the UPS activity is localized in the cytoplasm; however, in certain cases, the UPS activity plays
an important role also in the extracellular space. Regarding reproduction, the sperm-borne 26S
proteasome plays an important role, during fertilization. After its release from the acrosome, the 26S
proteasome cleaves the extracellular ubiquitinated protein ZPC and facilitates sperm cell penetration
through the zona pellucida [7]. A similar mechanism was also described in sea urchin [8] or ascidians,
where the sperm cell ensures not only the proteasome for the cleavage of the sperm cell receptor on

the vitelline membrane but also its ubiquitination by the specific sperm-borne E3 ligase [9].

In the present study, we analyzed the effect of eUb bound to the outer sperm membrane on the
fertilization and subsequent early development of porcine embryos up to the blastocyst stage.
Defective sperm cells are ubiquitinated during their maturation in the epididymis [10] by so far

unknown mechanism. However, all above-mentioned enzymes necessary for the protein
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ubiquitination and other UPS components were observed to be actively transported to the
epididymal fluid via epididymosomes or apical blebs [11,12]. Eventually, the number of defective
sperm cells is reduced during epididymal passage by phagocytosis, or they are disintegrated and

liquefied [3].

Despite the epididymal selection, a certain percentage of ubiquitinated sperm cells is present in the
ejaculate and their amount correlates with the quality parameters such as the percentage of the
morphological defects, the incidence of double-strand DNA breaks, lower motility and viability and
reduce the success rate of a subsequent fertilization. The level of Ub-marked sperm cells in the
ejaculate has been successfully validated as a quality marker for several mammalian species and also

for human [13].

Our hypothesis assumes the existence of a mechanism that could recognize strongly ubiquitinated
sperm cells after the penetration into the ooplasm. This recognition would lead to subsequent sperm
cell degradation and prevention of development of the potentially defective embryo. The principle of
this mechanism could lie in the regulation by means of proteasomal and autophagosomal

protein/organelle degradation, similarly to the degradation of paternal mitochondria [4].

We investigated this hypothesis by fertilization of porcine oocytes using ICSI with FACS sorted sperm
cells based on the extracellular ubiquitination and subsequent analyzing of pronuclei formation and
early embryonic development up to blastocyst stage. To eliminate a high variability among different
boar ejaculates [14] we combined FACS with subsequent sperm cryopreservation and ICSI which

allow to use the same sperm sample for all performed experiments.

2 Material and methods

2.1 Preparation of oocytes

Porcine ovaries from prepubertal gilts were collected at the local slaughterhouse and transported to
the laboratory at 38 °C. Thereafter, the antral follicles (3—6 mm in diameter) were isolated from the
ovaries by dissection. Follicles without any signs of atresia were selected for the subsequent isolation
of oocytes cultivated in 0.5 ml of M199 (Medium 199, 0.36 mM sodium pyruvate, 0.57 mM L-
cysteine, 5 ug/ml LH from ovine pituitary, 5 pug/ml FSH from porcine pituitary (Sigma-Aldrich, USA), 4
mg/ml GPoBS — growth protein of bovine serum (Sevapharma, Prague, Czech Republic) and 1 pl/ml
gentamicin (Gibco, UK)) at 38.5 °C in a humidified atmosphere of 5% CO, in air for 44—48 hours. After
this period, the cumulus cells were removed from oocytes by pipetting after a previous short

incubation in 0.1% hyaluronidase (Sigma-Aldrich, USA) dissolved in M199 to the final concentration
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50 ug/ml. Presence of the first polar body (metaphase Il oocytes) was checked and only groups with

the maturation success rate higher than 80% were used.

2.2 Preparation of sperm cell suspension

20 ml of sperm cell suspension (insemination dose) was centrifuged for 5 min at 700 x g and the
supernatant was aspired to leave approx. 1 ml of the original solution. Sediment was then
resuspended and sorted on Percoll gradient (700 x g for 15 min) consisting of 5 ml of 40% Percoll (GE
Healthcare Biosciences AB, Sweden) underlaid with 2 ml of 80% Percoll. Dulbecco's phosphate
buffered saline (DPBS, Gibco, UK) was used instead of standard PBS for the Percoll dilution. After
centrifugation, the spermatozoa pellet was resuspended with DPBS+0.01% polyvinyl alcohol (PVA,

Sigma-Aldrich, USA) to a final concentration 1 x 10® spermatozoa/ml.

2.3 Antibody staining

Blocking of spermatozoa prior to Ab staining (30 min) was performed in 5% normal goat serum (5%
NGS, Sigma-Aldrich, USA) in DPBS. After 5 min centrifugation at 350 x g, the supernatant was
removed and the pellet resuspended in 0.5 ml of 1% NGS with primary antibody (Ubiquitin Antibody,
NBP2-30132, Novus Biologicals, USA) diluted 1/100 and incubated for 45 min at 17 °C. Spermatozoa
were then washed twice with 1% NGS and incubated for 60 min in 1% NGS with secondary antibody
(Goat-anti-rabbit IgG FITC, NB7182, Novus Biologicals, USA) diluted 1/200. After staining, cells were
washed and resuspended in Solusem® (Varkens K.|. Nederland, Netherlands), the standard extender

routinely used by insemination doses producer.

2.4 Ubiquitin masking

Masking of extracellular ubiquitin was performed similarly to the primary antibody staining. Only 0.5
ml of spermatozoa suspension was used for 30 min blocking. After centrifugation and pellet
resuspension in 0.5ml 1% NGS, 50 ul of suspension were transferred into two microtubes and the
primary antibody (Ubiquitin Antibody, NBP2-30132, Novus Biologicals, USA) was added (1/100) to

one tube. Both tubes were incubated for 45 min at 17 °C.

From each tube, 10 pl of the suspension was added to 200 pl of modified Tris-buffered medium
(mTBM, MilliQ water with 113.1 mM NaCl,, 3 mM KCl, 20 mM Trizma base, 5 mM glucose, 5 mM
sodium pyruvate, 2 mM CaCl, x 2H,0 and 1 mM caffeine, bovine serum albumin in concentration 2
pg/ml and 14.1 nM phenol red, Sigma-Aldrich, USA). The resulting sperm cell concentration in mTBM
was 5 x 10° sperm/ml. The spermatozoa were capacitated in an incubator (temperature 38.5 °C, 5%
CO, atmosphere) for 20 to 30 min. 10 pl of capacitated sperm cell suspension was subsequently used

for ICSI procedure.
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2.5 FACS

To distinguish spermatozoa from non-cell debris, cells were stained for 15 min with Hoechst 33342
(Sigma-Aldrich, USA) in the final concentration 1 ug/ml. The sperm cell suspension was then filtered
through a 40 um mesh. A Polychromatic high-speed cell sorter BD-Influx (BD Biosciences, USA)
equipped with lasers (355, 488 nm) was employed using DPBS as a sheath fluid. The standard nozzle
was applied for both groups during passage through the FACS. Sorted spermatozoa were deflected
into 1.5 ml microtubes containing 700 pl extender Solusem®. The data were acquired using BD

FACSDiva Software (BD Biosciences, USA).

Sperm cells were sorted in two groups based on the high and specific difference in eUb level
detected by anti eUb antibody. The first one contained low ubiquitinated spermatozoa (low eUb
level) and in the second group, there were spermatozoa with the strong fluorescent signal (high eUb

level). This procedure has been described in detail in our previous publication [15].

2.6 Cryopreservation of FACS sorted sperm cells

Collection medium containing sorted sperm cells was centrifuged for 5 min at 700 x g, the
supernatant was discarded, and the pellet was gently resuspended in 200 ul of fraction A of the
freezing medium (20% (v/v) of egg yolk diluted in MilliQ water, 0.3 M lactose monohydrate). The
suspension was slowly cooled in a refrigerator to 5 °C over a 2-hour period and 200 pl of freezing
medium fraction B (fraction A with 0.82 M glycerol and 8.3 mM SDS) was added. The 50 pl glass
capillaries (Drummond Scientific, USA) were filled with approximately 30 ul of suspension in cold
room (tempered to 5 °C), the suspension was aligned to the capillary center and Bunsen torch was
used to seal the ends. Capillaries were horizontally placed on a plastic holder situated 5 cm above the

liquid nitrogen (LN) surface in a tank for 10 min before they were immersed into LN and then stored.

Before ICSI, the sperm cell suspension was thawed in 37 °C water bath for 3 min and then

immediately added to a microtube containing 250 pul mTBM, incubated for 20 min and used.

After 20 min incubation in mTBM-ICSI at 38 °C, sperm cell motility was evaluated using standard
Birker chamber. To determine spermatozoa concentration and motility, two independent
measurements were performed, counting 200 sperm cells in each replicate. Immotile spermatozoa

were assessed as non-viable.

2.7 ICSI
ICSI procedure was performed into metaphase Il oocytes in M2 medium (Sigma-Aldrich, USA)
microdrops on the preheated stage using an inverted microscope (Nikon Eclipse, Nikon, Japan)

equipped with a mechanical micromanipulator (Narishige, Japan) and the piezo-drive unit (Prime
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Tech, Japan). For micromanipulation, 10 pl drops of M2 medium and 5 pl drops of PVP medium (Cook
Medical, Australia) were placed separately in the bottom of Petri dish and covered by mineral oil.
Sperm cells (final concentration 5 x 10° cells/ml) were slowed in PVP solution and immobilized by tail
cutting with the edge of injection capillary. Capillaries with an outer diameter from 8 to 10 um were
used for injection and oocytes were penetrated at the three o’clock position while the position of the
polar body was at one or five o’clock. In experiments with proteasome inhibitor, MG132 (1 mg
dissolved in 96% ethanol, Sigma-Aldrich, USA) was added to M2 microdrops (final concentration 10

UM) prior ICSI; to control group, the equivalent amount of pure ethanol was added.

2.8 Embryo cultivation

After ICSI, the oocytes were transferred into 500l PZM3 medium [16] in 4-well dish and cultured
(38.5 °C, 5% CO,) for a further 18h (for pronuclei evaluation) or seven days (for development to
blastocysts, with steady evaluation of cell count and medium change on the third day). In
experiments with MG132, inhibitor (1 mg dissolved in 96% ethanol) was added to PZM3 (final
concentration 10 uM) prior ICSI and the equivalent amount of pure ethanol was added to control
group. Thereafter, fertilized oocytes were cultivated for 18 hours. Before subsequent cultivation,

zygotes were washed in three microdrops PZM3 and cultivated in 500 pl PZM3 to the seventh day.

2.9 Statistical analysis

Statistical analysis and graphs were carried out using the GraphPad Software 7.04 (San Diego, CA,
USA). All data are expressed as the weighted arithmetic mean + standard error of the mean. Data
were analyzed by paired Student t-test if compared groups passed D'Agostino & Pearson normality
test. Mann-Whitney test and Wilcoxon test were used for other groups, for details see figure

captions. Values were considered statistically significant when P < 0.05.

3 Results and discussion

Several studies demonstrated the convincing negative correlation between the number of
extracellularly ubiquitinated sperm cells and the overall quality of ejaculate [13,17]. Moreover, it was
shown that defective sperm cell morphology or other abnormalities are coupled with the higher
membrane ubiquitination [18,19]. However, until now, there is no study evaluating the direct effect

of membrane ubiquitination on the fertilization rate and the early embryonic development.

Considering the enormous heterogeneity of sperm cell doses coming from different boars, we
established a method concerning FACS sorting and subsequent cryopreservation of sperm cells
labelled with anti-Ub Ab [15]. This technique ensures that the sperm cells for the series of

experiments could be collected from one or from few boars. Fig. 1 shows the comparison of the
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blastocyst formation rate after ICSI using fresh or cryopreserved (frozen/thawed) sperm cells. The
embryonic development to the blastocyst stage was mildly but insignificantly impaired in F/T sperm
cells group. Utilization of ICSI method was indispensable because sperm cells are incapable to
penetrate through the zona pellucida in the presence of a proteasome inhibitor MG132 [7] or fuse
with the oocyte membrane after the incubation with an antibody against ubiquitin [20]. Another
reason for using ICSI is the theoretical requirement of only one sperm cell per oocyte in the
fertilization medium. This is important especially for the FACS sorting producing small but

homogenous cell populations based on the presence or absence of eUb [15].

Firstly, we examined the effect of extracellular ubiquitination using FACS sorted sperm cells on the
formation of both (male and female) pronuclei and the first cleavage 18 hours after ICSI. We
observed no difference between experimental groups (high and no extracellular sperm cell
ubiquitination) (Fig. 2). Similarly, there was also no difference in the percentage of oocytes with

intact or partially decondensed sperm cell in the ooplasm.

On the other hand, the blastocyst formation rate was significantly lower (6.20%, SEM=2.16) in the
group with high membrane ubiquitination than in the group consisting of non-ubiquitinated sperm
cells (16.67%, SEM=2.00) (Fig. 3). This result represents the first direct evidence of differential
embryonic development to the blastocyst stage regarding the membrane ubiquitination state of
individual sperm cells originated from the same insemination dose. On the other hand, the number
of cells forming the blastocysts was similar in both experimental groups (53 cells, SEM=3.4 in a non-
ubiquitinated group and 58 cells, SEM=2.9 in blastocysts produced with highly ubiquitinated sperm
cells respectively; t. test P value: 0.2). The potential objection that the worst embryonic development
could be caused directly by the anti-Ub antibody bound to the sperm cell membrane was disproved
since antibody was not further detected after extensive washing, freezing and thawing steps in the

cryopreservation medium preceding the ICSI (results not shown).

To examine the negative selection role of the proteasomal complex in the early embryonic
development employing the high or non-ubiquitinated sperm cells, embryos were transiently
cultivated with the proteasome inhibitor MG132 18 hours after fertilization. We hypothesized that in
the presence of inhibitor, there would be no difference between high and non-ubiquitinated sperm
cells regarding the blastocyst formation rate. However, proteasome complex plays an important role
also in the regulation of cleavage and even its temporary inhibition deteriorated the results of early
embryonic development by approximately 50%. This effect was observed not only in both
experimental groups using FACS sorted sperm cells but also in a control group of oocytes fertilized

with unsorted F/T sperm cells (results not shown).
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Another technique to prove a direct effect of eUb is the masking of Ub epitopes using an appropriate
antibody in the sample of fresh unsorted sperm cells. We observed a statistically significant
improvement in the blastocyst formation rate in oocytes fertilized with Ub masked sperm cells
(24.03%, SEM=4.23) if compared with the untreated sample (14.19, SEM=3.18) (Fig. 4).
Unfortunately, we could not use FACS sorted and cryopreserved sperm cells for this experiment.
Since sperm cells are highly sensitive to freezing stress they rapidly lost viability after thawing [21-

23] and during the subsequent incubation with the masking Ub antibody.

We clearly demonstrate the difference in the early embryonic development regarding defined sperm
cell populations sorted according to the extent of extracellular ubiquitination. Described results may
have been caused simply by the poor quality of high ubiquitinated sperm cells. However, considering
the fact that the use of masking Ub antibody improved the early embryonic development we put
emphasis on the direct effect of the eUb on the sperm cell fitness through some still unknown Ub-
based selection mechanism in the oocyte rather than the membrane ubiquitination would

necessarily correlate with the sperm cell quality based on the blastocyst formation rate.
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*Highlights (for review)

High sperm surface ubiquitination is coupled with the lower developmental competence
Low ubiquitinated FACS sorted sperms allow development of more blastocysts after ICSI

Masking of extracellular ubiquitin with antibody improves blastocyst formation rate



Figure captions

Fig.1 Comparison of blastocyst formation rate after ICSI using fresh (19.29%, n=140) and
frozen/thawed (F/T) sperm cells (14.57%, n=199). F/T group does not pass D'Agostino & Pearson
normality test, so the difference was analyzed with nonparametric Mann-Whitney test (P=0.72).

Fig.2 Comparison of pronuclei formation and the first cleavage 18 hours after ICSI using low (black
bar, n=136) and high (grey bar, n=132) ubiquitinated F/T sperm cells sorted by FACS. No significant
difference between experimental groups was found regarding the percentage of incompetent
oocytes with intact sperm cell (ISH) and decondensed sperm head (DSH) or developmentally
competent oocytes with two pronuclei (2PN) and two-cell stage embryos (2C). All groups pass
D'Agostino & Pearson normality test and do not differ significantly (multiple t-test for all group has
P>0.05).

Fig.3 Comparison of the early embryonic development up to blastocyst stage 7 days after ICSI using
low (black bar, 16.67%, n=132) and high (grey bar, 6.20%, n=129) ubiquitinated F/T sperm cells
sorted by FACS (P <0.001).

Fig.4 Effect of masking of Ub epitope on the sperm cell surface on the blastocyst formation rate 7
days after ICSI using fresh unsorted sperm cells incubated with (black bar, 24.03%, n=154) or without
(grey bar, 14.19%, n=148) eUb antibody (P=0.0087).
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