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Abstrakt

Metoda intracelularni injekce spermie je velmi efektivnim néstrojem pro vyzkum
oplozeni. Po vytvoreni nové laboratore na padé PiF UK bylo nutné nejdiive tuto metodu
zavést a charakterizovat ¢asny embryondlni vyvoj oplozenych oocytd. Oocyty byly po
oplozeni kultivovany do stadia blastocysty s uspé$nosti srovnatelnou s jinymi laboratoremi
(17%).

Ubiquitin-proteazomalni systém, ktery vbunce zajiStuje degradaci proteind, se
Ucastni regulace maturace a selekce spermii a je nezbytny pro penetraci vitelinni membrany.
Vtéchto dé€jich je jeho funkce lokalizovana extracelularn€. U spermii mira ubiquitinace
koreluje s jejich kvalitou. Hypoteticky Ize tedy predpokladat, zZe ubiquitinace nekvalitnich
spermii slouzi jako negativni marker pro jejich rozpoznani a degradaci oocytarnim 26S
proteazomalnim komplexem. Experimenty byly planovany na zaklad¢ predpokladu, Ze
vykonnou ¢asti selekéniho mechanismu je 26S proteazom a z tohoto divodu byl sledovan
vliv inhibice 20S proteazomu, pomoci peptidu MG132, na formovani prvojader a nasledny

¢asny embryonalni vyvoj po ICSI.

Z pohledu zahdjeni dekondenzace spermie se neprojevil zadny ucinek inhibice.
Signifikantni rozdil byl pozorovan ve formovani prvojader. U skupiny s MG132 dochazelo
k tvorbé prvojader jen vmalém poctu pripadd (17%, 9%), oproti skupiné bez inhibitoru
(58% a 71%). U skupiny inkubované (do 18. hodiny po oplozeni) s MG132 vykazoval ¢asny
embryonalni vyvoj do stadia blastocysty zlepSeni o 13% (p=0,099) oproti skupiné, ktera byla
inkubovana bez néj. Tento vysledek naznacuje, Ze inhibice 26S proteazoméalniho komplexu
vobdobi tvorby prvojader by mohla byt pfiinou toho, Ze i méné kvalitni, povrchove
ubiquitinované spermie nejsou timto komplexem rozpoznany a jsou tudizZ schopny se

podilet na vzniku Zivotaschopnych embryi minimalné do stadia blastocysty.
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Abstract

The intracellular sperm injection (ICSI) technique is a very effective tool for the
fertilization research. In the newly established laboratory at the Faculty of Science of the
Charles University it was necessary to introduce this method and define the early
developmental potential of fertilized oocytes. After fertilization oocytes were incubated to

the blastocyst stage with a success comparable with other laboratories (17%).

The ubiquitin-proteasome system which plays a major role in a protein degradation
within cells is involved in a regulatory mechanism of sperm maturation. It is also responsible
for a penetration of a vitelline membrane. In these processes ubiquitin residues are localized
extracellulary. High level of sperm ubiquitination correlates with their low quality.
Hypotetically it can be expected that the ubiqutination of impaired sperm cells can be used
as a negative marker for their recognition and degradation by 26S proteasome complex
localized. Experiments in this diploma thesis were designed based on the hypothesis that the
executive part of the selective mechanism is the 26S proteasome. Therefore the effect of
MG132 peptide inhibition of the 20S proteasome on the pronuclei formation and

subsequent early embryonic development after ICSI was studied.

Inhibition of 20S proteasome had no significant effect on initiation of sperm
decondenzation. On the other hand, significant difference was observed during formation of
pronuclei. In the presence of pronuclei were formed only in 17% and 9% respectively if
compared with fertilized oocytes cultivated in a medium without MG132 (58%, 71%). The
early embryonic development to the blastocyst stage was improved about 13% (p=0,099) in
fertilized oocytes incubated with MG132 for the first 18 hours after fertilization in
comparison to the control group. This result suggests that the inhibition of 26S proteasome
complex during the period of pronuclei formation could be the reason why even low quality,
surface ubiquitinated sperms are not recognized by this complex and therefore able to

participate on the formation of viable embryos at least to the blastocyst stage.
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1 Uvod

Casny embryonalni vyvoj tvoii jednu z nejméné prostudovanych oblasti ve vyvoji
nejkomplikovanéjsi v celém vyvoji daného jedince. Do soucasné doby nebyl popsan ani
mechanismus, jakym dochazi ke splynuti gamet a prichod spermie pies obaly oocytu byl
popsan teprve nedavno. Za penetraci spermie pres vitelinni obal nebo zonu pellucidu je
odpoveédny systém, ktery je ve vétSiné pripadd sledovan pouze intracelularné, tim je
ubiquitin-proteazomalni systém. Plsobeni tohoto systému nebo alespon jeho slozek vné
bunék je pfedmétem mnoha vyzkumi a jsou objevovany jeho nové role. Jednim z nich by

mohl byt i selektivni systém v oocytu, ktery by mohl regulovat aspéSnost oplozeni.

Pro vyzkum téchto aspekti je prase domaci (Sus scrofa f. domestica) velmi vhodnym
modelem. Divodem je hlavné metabolickd a velikostni blizkost k ¢loveku, kterd umoziuje

¢astecnou extrapolaci vysledku na lidsky model.

Metoda intraceluldrni injekce spermie navic umoznuje takovy design pokusu, ktery
neni jinymi metodami proveditelny. Pravé sledovani mozné interakce mezi ubiquitin-
proteazomalnim komplexem oocytu a extracelularnim ubiquitinem na spermii je takovym

pripadem, ktery je mozné efektivné zkoumat jen diky vneseni spermie pfimo do ooplazmy.

Casto zmitovanym problémem u intracelularni injekce spermie, zvlasté pak
vhumanni medicing, je obejiti selekce a konkurence spermii, které probihaji béhem
prirozeného oplozeni. Je pravda, Ze pri této metodé danou spermii ur¢enou pro oplozeni
vybira embryolog, ale neni jeSté zcela jasné, jak velkou ulohu tento vybér muaze hrat. Diky
syncytialnimu vyvoji spermie a malému poctu v ni exprimovanych gen, je moznost vzniku
rozdild mezi jednotlivymi spermiemi relativné maléd a vznika spiSe na zakladé poskozeni
dédi¢né informace. Praveé tyto aspekty jsou rozhodujici pro selekci spermie v nadvarleti a
mozna i na mire extracelularniho ubiquitinu. Neni vsak jisté, jestli tento faktor hraje roli po

vstupu spermie do oocytu nebo zde Zadna interakce neprobiha.
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2 Literarni prehled

2.1 Ubiquitin-proteazomalni systém

2.1.1 Ubiquitin

Protein ubiquitin (Ub), jak jiZ sdm jeho nazev napovida (z ang. ubiquitously:
vSudypritomny), je soucasti vSech eukaryotickych bunék. Tento maly protein v nich plni
fadu funkci a patrné ne vSechny jsou v soucasné dob¢ znadmé. Navic je ubiquitin v nékterych
tkanich a na bunkach pritomen i extracelularn€, kde jeho uloha také neni vidy zcela

objasnéna.

2.1.1.1 Struktura a funkce

Ubiquitin je 8,5Kda velky protein a je syntetizovan ze 76 aminokyselin. Vyvojov¢ je
jeho sekvence velmi konzervovana. Sedmkrat se v sekvenci objevuje zbytek lysinu (K6, K11,
K27, K29, K33, K48 a K63), pomoci kterého se mohou tvorit polyubiquitinové retézce,
pri¢emz pres stejny aminokyselinovy zbytek se také vaze na svij substrat. Jedna se o
reverzibilni kovalentni vazbu mezi C-koncem Ub a postrannim retézcem lysinového zbytku.
Dalsi molekuly Ub se sice mohou vazat pres kterékoli zuvedenych mist v fetézci, ale
vétSinou se vazi pres K48 v pripadé, Ze molekula, kterou vznikajici retézec mé oznacit, je
uréena pro degradaci pomoci 26S proteazomu. K navazani pres K63 dojde u substratii
smérovanych do lysozomu. Diky této variabilit€¢ mist pro pripojeni dalSich molekul Ub muze
dochazet ke tvorbé specifickych homotypickych (pfi vazbé na stejnou pozici) nebo
mixovanych (pri vazbé na jiny lysinovy zbytek v sekvenci) retézcd, které mohou zaujimat

odli$né konformace a byt riizné rozpoznavany (shrnuto Woelk et al. 2007).

Znaceni proteinti uréenych k degradaci je hlavni a nej¢ast€ji zminovanou funkci Ub.
Posttransla¢né je pomoci polyubiquitinového fetézce modifikovano vice nez 80% proteint
urcenych kdegradaci (shrnuto Lee a Goldberg 1998). Nejde vSak pouze o degradaci
poskozenych nebo Spatné slozenych proteinG. Diky ovliviiovani doby Zivotnosti
transkripcnich a ristovych faktort ¢i proteint fidicich bunécny cyklus hraje znaceni pomoci
Ub esencialni roli v témér vSech bunéénych procesech. Ub je vSak zapojen vradé dalSich
d€ja, kde jeho funkce nesouvisi sproteolyzou. MuzZe urcovat adresaci proteini do
jednotlivych bunéénych kompartmentd véetné exozomud (Buschow et al. 2005), reguluje
endocytdzu a internalizaci receptord, opravy DNA (shrnuto Pickart 2001, shrnuto Hershko

a Ciechanover 1998), upravuje a svym navazanim primo reguluje funkci rady proteint
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(Wang et al. 2001) nebo aktivuje signalni drahy. Zde navic mize polyubiquitinovy retézec
pusobit i bez kovalentni vazby diky pritomnosti ubiquitin-vazajici domény (UBD) na daném
proteinu (shrnuto Hicke et al. 2005, Xia et al. 2009, French et al. 2005).

Rozptyl a pocet moznych dusledkGi regulace pomoci pripojeni Ub nebo jeho
nasledného odstépeni pomoci deubiquitinac¢nich enzymt (DUB’s) se, podle nékterych
studii, pomalu pribliZuje drovni, kterou vbunécné regulaci zaujima uprava pomoci
fosforylace a defosforylace proteinti kindzami a fosfatazami (shrnuto Thompson et al.
2008).

2.1.1.2 SUMO a Nedd8

Mimo znaceni Ub existuje jeSté velmi podobny mechanismus posttranslac¢nich
modifikaci pomoci Ubiquitin-like modulatord (ULM's). Mezi dva nejbéznéjsi zastupce patii
SUMO (small ubiquitin-related modifier) a Nedd8 (neural precursor cell expressed
developmentally downregulated-8). Tyto proteiny vykazuji velmi podobnou prostorovou
topologii s Ub, a to i presto, Ze napriklad Sumo-1 je sekvenén€ homologni s Ub pouze z 18%.
Také se vazi na stejné misto substratu (lysinovy zbytek). Nekteré z proteint SUMO mohou
také tvorit na substratu retézce, coz je pripad proteinu SumoZ2/3. Také jejich aktivacni a
konjugacni enzymy vykazuji znacnou podobnost s E1 a E2 enzymy, které se ucastni vazby
Ub na substrat (shrnuto Thompson et al. 2008).

V posledni dobé se zkouma vliv sumoylace na vyvoj spermii a vysledky ukazuji, Ze
tato modifikace proteint je zapojena i do regulace mnoha procesti v rdmci spermatogeneze.
Proteiny SUMO byly detekovany v jadre spermatogonii a predpoklada se jejich ucast na

regulaci meidzy, umlcovani gend ¢i asociace s DNA poskozenim (shrnuto Vigodner 2011).

2.1.2 Vazba ubiquitin-substrat

Navézani Ub je zprostredkovano kaskadou tii reakci. Prvnim krokem je aktivace
molekuly Ub navazanim pres jeji C-konec na ubiquitin-aktivujici enzym (E1). K tomuto
kroku je nezbytna energie z adenosintrifosfatu (ATP), kterd umozni vytvoreni thioesterové
vazby mezi enzymem a Ub. Poté se mlize Ub navazat na ubiquitin-konjuga¢ni enzym (E2).
E2 je béhem toho jiz vétSinou vazan k ubiquitin ligaze (E3), ktera zajistuje vlastni prenos na

-amino skupinu lysinového zbytku substratu nebo predchozi molekulu Ub v fetézci.

Nejvétsi podil na fizeni ubiquitin-proteazomalniho komplexu (UPS) maji kroky

regulujici funkci E3 ligdz. UPS je ¢asto ovliviiovan extracelularnimi stimuly a je potieba, aby

cely systém reagoval s co nejmensim zpozdénim a nejvetsi moznou specifitou. Tyto regulace

vétSinou vedou ke stimulaci ¢i inhibici E3 nebo k ovlivnéni moznosti rozpoznani substratu.
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Cinnost E3 mohou meénit interakce sdal$imi proteiny, ¢ jejich podjednotkami.
Pomocné proteiny zde mohou pomahat v rozpoznani substratu jako adaptorové proteiny,
napriklad v pripadé adaptoru Smad7, ktery vaze jak E3 ligazu Smurf2 tak TGF-p receptor
(Izzi a Attisano 2004). Podobnou funkci maji nékteré proteiny v piipad¢ interakci E2 a E3,
kdyz zajiStuji jejich priblizeni, i zde lze jako priklad uvést dvojici Smurf2 E3 ligazu
s adaptorem Smad7, ktery se angaZuje i v jeji interakci s E2 UbcH7(Ogunjimi et al. 2005).
Efekt proteint ovliviiujicich UPS nemusi byt vZdy stimulac¢ni a né€které proteiny mohou
pusobit jako ucinné inhibitory znaceni substratu pomoci E3. To je mechanismus, ktery
v bunkach napriklad stabilizuje i velmi dobfe prozkoumany tumor supresorovy protein p53,
diky inhibici jeho E3 ligdzy Mdm2 (Chen et al. 2005).

Samotny enzym E3 muze byt také modifikovan pomoci specifickych fosforylaci a i
zde je variabilita moznosti velmi $iroka. Cinnost nékterych E3 ligaz je pomoci fosforylace
aktivovana a u jinych ma inhibi¢ni G¢inky, pri¢emz tento zplsob regulace se vyskytuje i u
mnoha dal$ich souc¢asti UPS (shrnuto Gao a Karin 2005).

E3 ligazy jsou ovlivnény i ubiquitinaci a autoubiquitinaci. Zakladni mechanismus
zde tvori regulace mnozstvi dané E3 ligazy v bunice. Jak jsem jiz uvedl vySe, rozpoznavani
proteint ubiquitin-proteazomalnim systémem je nejbéznéjSim zptisobem degradace v burice
a pochopiteln€ se vztahuje i na vlastni jeho slozky. U E3 ligaz se objevuje i znaceni pomoci
Ub tohoto enzymu samotného. Ubiquitinaci mize vSak byt i Cinnost dané E3 ligazy
podminéna, jako je tomu u E3 ligdzy Ring1B rozpoznavajici znacené histony. Tento enzym
pro svou spravnou funkci musi byt monoubiquitinovan, coz se déje patrné autoubiquitinaci

(Ben-Saadon et al. 2006).

VSechny tyto typy regulaci mohou probihat specificky pouze vdanych

kompartmentech buiiky a tato lokalizace sama o sob€ tvori dalsi troven v fizeni UPS.

Fungovani této drahy je evolu¢né konzervované, ale vzhledem ktomu, Ze musi
postihnout obrovské mnozstvi riznych substrati, ma zvlast€¢ v poslednim kroku velmi
Siroké spektrum enzymu a regulaci. Obecné se da fici, Ze u jednotlivych eukaryot roste
variabilita potfebnych enzyml vkazdém nasledném kroku. Proteomicka analyza
eukaryotickych bunék odhalila pocet riznych enzyma E1 pocitatelny v jednotkach, E2
v desitkach a E3 ve stovkach variant (Semple 2003). MozZnosti vzajemnych interakci u takto
velkého poctu enzymi dovoluji velmi komplexni fizeni ubiquitin-proteazomalniho systému.

Pro oznaceni proteinu k degradaci je vétSinou pouzit polyubiquitinovy retézec o
minimalni délce 4 molekul (Thrower et al. 2000). V nékterych drahach staci k oznaceni
proteinu i jedind molekula Ub, tento pfipad nastava prevaziné u trasmembranovych

proteind, kde i toto minimalni znaceni muzZe byt dostatecné pro spusténi endocytozy a
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internalizaci proteinu (shrnuto Hicke a Dunn 2003, shrnuto Mukhopadhyay a Riezman
2007).

Oznaceni proteinu mize probéhnout az po aktivaci degradac¢niho signalu na
substratu, coz je dalsi klicova oblast pro regulaci UPS. K tomu muze obecné dochézet diky
fosforylaci substratu specifickou kindzou, odstranénim proteinu, ktery je vdzan na misté
degrada¢niho signalu, nebo odS$tépenim ¢asti substratu, ¢imZz dojde kodhaleni

destabiliza¢niho N-konce.

2.1.3 Proteazomalni komplex

Vlastni degradace protein znacenych Ub probihd ve 26S proteazomalnim

vevys

asociovany s riznymi kompartmenty (mikrotubuly, endoplazmatické retikulum). Dale je jiz
popsana jeho aktivita v nukleoplazmé (shrnuto Wojcik a DeMartino 2003, shrnuto von
Mikecz 2006). 26S proteazomalni komplex se sklada zproteolytického 20S jadra se
soudkovitym tvarem a dvou 19S regulacnich podjednotek, které jsou asociovany na jeho

koncich.

Proteazomalni komplex se diky svému majoritnimu podilu na obratu proteini

v bunice nepfimo ucastni fizeni vsech bunéénych déju.

2.1.3.1 20S proteazom

Jadro 20S proteazomu je sloZeno z a podjednotek (al-7) a f podjednotek (B1-7),
které jsou usporadany do ¢tyr na sob€ lezicich kruht okolo stfedového poru, kde a tvori dva
vnéjsi a B dva vnitini kruhy. Vnitini kruhy tvofené B podjednotkami maji proteolytickou
aktivitu. Té je dosazeno diky hydroxylové skupin€ terminélniho threoninu  podjednotek,
ktera umoznuje nukleofilni atak fetézce substratu. K proteolyze dochazi pouze uvnitf poru a
vstup je regulovan jak vnéj$imi kruhy z a podjednotek, tak 19S proteazomy nebo jinymi

regula¢nimi podjednotkami.

K zakladnim proteolytickym aktivitdm 20S proteazomu dochézi na tfech koncich
riznych B podjednotek, tato mista se nazyvaji podle enzym{, jejichZ funkci pfipominaji,
chymotrypsinové, trypsinové a post-glutamyl-peptid hydrolazové (shrnuto Myung et al.
2001). Substrat je zde pomoci téchto aktivit rozStépen na peptidy o délce az 25
aminokyselinovych zbytkd, jeZ jsou nasledné uvolnény do cytoplazmy a roz§tépeny pomoci

endopeptidaz.

Existuji i varianty 20S proteazomu, tzv. imunoproteazomy, kde jsou tfi zf

podjednotek nahrazeny podjednotkami, jejichZ exprese a inkorporace do proteazomalniho
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komplexu je indukovana pomoci interferont (shrnuto Kloetzel a Ossendorp 2004). VSechny
tyto tfi alternativni podjednotky imunoproteazomu byly rovné€Zz nalezeny v kancich
spermiich (Sutovsky et al. 2004b).

Na obou koncich 20S proteazomu byvaji vétSinou asociované regulacni podjednotky,
ale v nékterych pripadech se 20S proteazom muze vyskytovat i samostatné bez pfipojenych

regula¢nich proteazomalnich ¢epicek (Wiggins et al. 2011).

2.1.3.2 19S proteazom

Proteazomalni komplex je regulovan primarné dvéma 19S proteazomy, které se
nachézeji na obou koncich pdru v20S proteazomu. Kazdy 19S proteazom je tvofen 19

podjednotkami, které zajiStuji vazbu na 20S proteazom.

Sest z podjednotek vykazuje ATP4azovou aktivitu, pii¢emz energie z hydrolyzy ATP
umoznuje hlavné rozbaleni proteinu uréeného kdegradaci. Navazani ATP je zde vSak
nezbytné a ovliviiuje dalsi procesy, hlavné sloZeni a stabilizaci proteazomalniho komplexu a
jeho aktivaci. V tomto pripadé vSak neni vyZadovana hydrolyza ATP, ale pouze jeho
pritomnost (Liu et al. 2006).

Hlavni funkci 19S proteazomu je specificka vazba substratu uréeného k degradaci,
jeho rozbaleni a umoznéni translokace tohoto proteinu do katalytického jadra 20S
proteazomu, k cemuz dochazi diky uvolnéni sterické zabrany v Gsti poru. Dochazi zde také
k od$té€peni polyubiquitinového fetézce od substratu. Tuto aktivitu vykazuji nckteré
podjednotky 19S proteazomu nebo ji zajiStuji deubiquitinani enzymy, které s19S
proteazomem asociuji. Po odStépeni je ubiquitin depolymerizovan a muize se zapojit do

znaceni dal$ich proteind.

Vzhledem k tomu, jak evolu¢né konzervovany je ubiquitin-proteazomalni systém a
kolik komplexnich regula¢nich drah obsahuje, neni ani prili§ prekvapivé, Ze se jeho rizné
slozky ucastni i mnoha d¢ji a drah, které s proteolyzou vibec nesouvisi. 19S proteazom je
dokonce podle nékterych vyzkumu schopny hrat uplné opac¢nou roli a pfimo se vazat na
chromatin a ovliviiovat transkripci. Tato regulace je umoZnéna pomoci aktivace chromatin-
modelujicich komplexi nebo adaptorovou funkci 19S proteazomu pro jejich pripojeni v
soucinnosti s ubiquitinovym receptorem Rad23 (shrnuto Wade a Auble 2010). Histony
v chromatinu jsou posttranslacné modifikovany pomoci Ub na jejich N-konci a tato aprava

muze regulovat metylaci a tim i transkripci a uml¢ovani gendi (Sun a Allis 2002).
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Obrazek 1: 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 riznymi regula¢nimi podjednotkami, (d) 20S katalytické jadro s regulacni
podjednotkou PA200 (prevzato Sutovsky 2011, upraveno).

2.1.3.3 Alternativni regulacni podjednotky proteazomalniho komplexu

Kromé nejbéZznéjsi regulaéni podjednotky proteazomalniho komplexu 19S
proteazomu se mohou vyskytovat i dal$i varianty jako 11S proteazom (PA28) a regula¢ni
podjednotka PA200. Katalytické jadro 20S proteazomu muze tvorfit hybridni proteazomalni
komplexy jak se dvéma 11S proteazomy, tak sdvéma podjednotkami PA200. Tyto
proteazomalni komplexy jsou poté schopny degradovat i proteiny, které nejsou oznaceny
Ub. Tento mechanismus a déje vedouci k jeho aktivaci vSak nejsou zatim priliS prostudovany
(shrnuto Sutovsky 2011).
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2.1.4 Receptory pro ubiquitin

Ubiquitinované proteiny jsou proteazomalnim komplexem rozpoznavany diky tfem
hlavnim tfidam receptord (shrnuto Fu et al. 2010). Prvni tfidou jsou receptory vramci
struktury 26S proteazomalniho komplexu, které jsou schopné pfimo rozpoznavat
ubiquitinované proteiny a vétSinou jsou soucasti 19S proteazomu. Druhou tfidou jsou
kyvadlové prenaSece obsahujici UBL (ubiquitin-like domain). Tyto receptory jsou schopné
specificky vazat ubiquitinovany substrat a 26S proteazom zaroven a zprostifedkovavat tak
jejich vzajemnou interakci. Treti tfidu je mozno charakterizovat jako komplexy zalozené na
Cdc48, které se angazuji hlavné pri rozpoznavani substratu na proteazomalnich
komplexech asociovanych sendoplazmatickym retikulem (systém ERAD), ale mohou

interagovat i s cytoplazmatickymi proteazomalnimi komplexy.

Posledni vyzkumy ukazuji, Ze i rozpoznani proteinli zna¢enych Ub muze byt
regulovano pomoci dalSich faktort a jednotlivé receptory mohou mit riznou specifitu
k riznym ubiquitinovanym proteinim. Timto zptisobem se otvira prostor pro jesté presnéjsi
fizeni proteolyzy, kterd je fizena hlavné v rdmci rozpoznani a ubiquitinace substratu pomoci
E3 ligaz (shrnuto Woelk et al. 2007).

2.2 Extracelularni ubiquitin

Funkce UPS v bunce je velmi detailn€ zkoumana jiz dlouhou dobu a informace o ni
jsou obsahem stovek védeckych publikaci. Na druhé stran€ vyznam Ub vné bun€k zastava
zatim do znacné miry stranou vyzkumnych projektd, a jeho tloha na tomto poli neni jiste
zanedbatelna. Velky vyznam je mu prikladan prave v souvislosti s oplozenim, kde pusobi
jako marker defektnich spermii a na oocytu plni roli receptoru pro proteazomalni komplex
spermie (Zimmerman et al. 2011, Sutovsky et al. 2001). MuzZe také hrat ulohu
imunomodulatoru, inhibuje rist nékterych typt hematopoetickych bunék a je schopen

aktivovat apoptotickou drahu (Daino et al. 2000).

Extracelularni Ub je také vzdy detekovatelny vt€lnich tekutinich, ale jeho
koncentrace je velmi odliSné podle aktualniho stavu v organismu. Za normélnich podminek
je v lidské krevni plazmé v koncentraci 10 nM, ale tato hodnota mize vzrust desetkrat pri
nékterych onemocnénich (leukémie, cukrovka II. typu, infarkt myokardu). V mozkomisnim
moku pak jeho koncentrace pfi riznych typech poskozeni (Alzheimerova choroba, hypoxie)
muzZe nabyvat az stonasobnych hodnot oproti normalu (shrnuto Majetschak 2011). Tyto
hodnoty se vétSinou davaji do souvislosti k mnozstvim poskozenych bunék vdaném
systému, ale ne vzdy musi jit o Ub, ktery se do télnich tekutin dostane vlivem poskozeni

bunék. Na extracelularni Ub je zdaleka nejbohatsi seminalni tekutina a jeho koncentrace zde

17



muze dosahovat az 0,92 pM (Lippert et al. 1993). Ve folikularni tekutiné (vyzkum provadén
na bovinnich folikulech) mize byt hodnota koncentrace az 0,26 pM (Einspanier et al. 1993).

Exocytoza Ub pomoci vezikulll byla jiz zjiSténa u epitelidlnich bunék nadvarlete
(epididymis), granuléznich bunék uvniti folikuli, nékterych typd bunék imunitniho
systému a u chromafinnich bunék, které primarn¢ exocytuji adrenalin (Wegrzyn et al. 2007)

a v urinalnich vezikulech uvolfiovanych z epitelu ledvin (Pisitkun et al. 2004).

2.3 Ubiquitinace spermii béhem dozravani v epididymis

Pro uspés$né oplozeni musi spermie béhem svého vyvoje absolvovat nékolik
dalezitych vyvojovych krokG. Mezi né patfi spermatogeneze ve varlatech, maturace
v epididymis a kapacitace v sami¢im pohlavnim traktu (Obrazek 2). Teprve poté je spermie

zcela schopnd priiniku do oocytu a oplozeni.

Spermie, které po spermatogenezi opusti varlata, jsou jiz morfologicky témer hotove,
ale zfunk¢niho hlediska jsou stale neschopné oplozeni. Potfebnou pohyblivost, ktera se
jeste stupnuje po kapacitaci, a schopnost vazat se na zonu pellucidu (ZP) ziskaji az béhem
prichodu nadvarletem. Tento organ, ktery je na vrcholu varlete, se sklada ze tfi zakladnich
¢asti. Caput (hlava), kde dochazi ke spojovani privodnich kanalkt z varlat, corpus (télo) kde
spojenim téchto kanalkd vznikne ductus epididymis. Tento postupn€ se zuzujici stoeny
kanalek o celkové délce azZ 5 m postupné prechazi v caudu (ocas), ze které nasledné usti
chamovod. Zmény, které zde spermie prodela v ramci epididymalni maturace jsou vSechny
fizené prostredim v epididymis, jelikoZ kompaktni genom spermie neumoznuje transkripci a
i transla¢né jsou vtuto dobu zcela neaktivni. Komplexni prostredi vjednotlivych ¢astech
epididymis umoznuje sofistikované fizeni zmén ve sloZeni plazmatické membrany a jejiho
povrchu, vCetné pripojeni nebo modifikaci mnoha proteini s membranou asociovanych,
pripojeni faktort branicich pfed¢asné kapacitaci a znaceni protein pomoci Ub (shrnuto
Reid et al. 2011).

Béhem prichodu epididymis prokazatelné klesd procentudlni obsah
nezivotaschopnych spermii i spermii s riznymi defekty (abnorméalni morfologie hlavicky,
spojovaciho oddilu nebo akrozomu). Selekci spermii zde zajistuji specializované epitelialni
buniky nadvarlete a makrofagy pomoci fagocytdzy nebo dochézi k rozpadu a zkapalné€ni

(liquefaction) spermii v lumen (shrnuto Sutovsky 2003, shrnuto Axner 2006).

Ub je do epididymalni tekutiny sekretovan hlavné dvéma zpuasoby. Jednim je
exocytoza malych vackl epididymozomt do lumen z apikalni strany epitelialnich bunék.
Dalsi cesta je odstépovani apikalnich ,vacka“ (blebs), které jsou schopné uvolnovat

nasledné do lumen jak proteiny asociované sjejich membranou, tak plvodné
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cytoplazmatické proteiny epitelidlnich bunék. Do lumen epididymis se touto cestou
nedostava pouze Ub, ale i dalsi soucasti UPS, které zajiStuji navazani, aktivaci a ligaci Ub na

substrat. Vbovinni epididymalni tekutiné byl zjistén i obsah deubiquitinac¢nich enzymu

regulujicich UPS.
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Obrazek 2: Upravy spermie v priibéhu jeji maturace. Béhem zréani v nadvarleti dochazi
k pripojeni Ub a dekapacita¢nich faktorti (DF) na membranu spermie. Dekapacipaéni

faktory v sami¢im pohlavnim traktu disociuji, tento d&j je zavisly na uvolnéni

cholesterolu z membrany spermie (pievzato shrnuto Reid et al. 2011, upraveno).

Zptsob rozpoznavani a znaceni defektnich spermii neni doposud objasnén a
vykazuje urcité nesrovnalosti, jelikoZ lze najit i defektni spermie (po morfologické strance)
které pomoci Ub znaceny nejsou (Varum et al. 2007). V zasad¢€ je ale mozné fict, Ze mira
ubiquitinace spermii pfi priichodu epididymis vykazuje nepfimou imérnost s jejich kvalitou
a Ze tato zavislost by mohla souviset s poSkozenim DNA nebo n€kterymi apoptotickymi
znaky (Sutovsky et al. 2002).

2.3.1 Sperm-ubiquitin tag immunoassay (SUTI)

Poznatky o znaceni spermii pomoci Ub mohou velmi dobie poslouzit k
vyhodnocovani kvality spermatu, rozhodovani o jeho pouziti nebo o vybéru mozného darce
vhumanni mediciné i hospodarskych aplikacich. Charakterizace kvality spermatu se
vsoucasné dobé provadi hlavné analyzou spermii pod mikroskopem nebo prfistrojové

pomoci pocitatem-asistované analyzy spermatu (computer-assisted semen analysis neboli
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CASA). Vyhodnoceni spermiogramu, vyjma koncentrace, je pomerné subjektivni zaleZitosti
a vyZaduje zkuSené odborniky. Vyhodnoceni spermatu pomoci poc€itacové analyzy dosahuje
velmi podobnych vysledka jako klasické vySetfeni pod mikroskopem, ale je technicky
neodpovidaji skute¢né schopnosti spermii oplodnit vajicko a jsou velmi riznorodé mezi
jednotlivymi laboratoremi (Sutovsky et al. 2004a). Z téchto dtivodli by byla velmi prospés$na

moznost charakterizace kvality spermii pomoci miry ubiquitinace, coz je podstata SUTI.

Extracelularni Ub na membrané spermii je vizualizovan pomoci znaceni specifickou
protilatkou. Mira ubiquitinace je potom analyzovana pod fluorescenénim mikroskopem,
pri¢emz pro toto vyhodnoceni je dilezity Ub, ktery se vyskytuje na hlavi¢ce spermie a ne na
spojovacim oddilu ¢i bi¢iku spermie. Béhem fixace a znaceni protilatkou nejsou pouzity
zadné metody pro permeabilizaci membrany, tim by mélo byt zajisténo, Ze vizualizovany Ub
je pouze extracelularni. Tato metoda je$t€ mulZe byt rozSifena analyzou na pratokovém

cytometru (Ozanon et al. 2005).

V soucasnosti vS§ak metoda SUTI neni pfilis rozsifena a nékteré studie zabyvajici se
timto tématem dospély k rozdilnym vysledkiim a moznost pouziti Ub jako markeru kvality
spermatu odmitaji (Varum et al. 2007, Muratori et al. 2005). Pro tyto ucely se v posledni
dobé pouziva detekce DNA zlomu, jakoZto znaki apoptdzy. To se provadi bud metodou
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUDP nick end-labeling)
detekujici jednoretézcové zlomy nebo pomoci SCSA (sperm chromatin structure assay),

ktera je zaloZena na sledovani denaturace DNA pfi zméné pH (shrnuto Bungum et al. 2011).

2.4 Akrozomalnireakce (AR)

Pro uspésné oplozeni oocytu musi dojit po navazani spermie k AR. V pripadé, zZe
akrozom spermie zustane intaktni nebo dojde kakrozomélni reakci pred kontaktem
s oocytem, je Sance na oplozeni velmi mal4, jelikoZ spermie béhem AR pfrijde o fadu enzymi

a receptortl nezbytnych pro navazani na ZP, prachod pres ZP a fuzi s oolemou.

Jiz b€hem kapacitace dochazi u spermii k mnoha zménam v plazmatické membrang,
které umoznuji pozd¢€jsi exocytdézu akrozomu a fuzi plazmatické membrany s vnitini
akrozomalni membranou (IAM, inner acrosomal membrane). Nasledkem téchto zmén je
plazmatickd membrana velmi nachylna k poskozeni a i malé zmény v prostiedi (pokles
teploty, zména koncentrace ionti nebo pH) mohou iniciovat AR, coz je problémem pro fadu
studii. Presto vSak v in vivo podminkach dochazi k AR u savct aZ po navazani spermie na ZP
(shrnuto Flesch a Gadella 2000). Mechanismus a prfesna lokalizace aktivace AR vSak

zUstava neobjasnéna (shrnuto Yanagimachi 2011)
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Navézanim na glykoprotein ZPC, ktery je soucasti obalu oocytu, dochézi k aktivaci
druhové specifickych receptorti na plazmatické membrané spermie, které spousti signalni
kaskadu vedouci kzvyseni cytozolické koncentrace Ca’" a zvyseni pH. Nasledkem této
signalizace dojde kdepolymerizaci aktinu, ktery predstavuje prekazku mezi vnéjsi
akrozomalni membranou (OAM, outer acrosomal membrane) a plazmatickou membranou
spermie. Déle dojde k uvolnéni fizogennich proteind, které zajistuji tvorbu port mezi OAM
a plazmatickou membranou a pozd¢ji i vznik hybridnich vezikull sloZenych z téchto dvou
membran. Tyto procesy vedou k uvolnéni obsahu akrozomu do extracelularniho prostoru, a
to jak voln€ tak ve zminénych vezikulech. Ztratou plazmatické membrany priléhajici k
akrozomu dojde i k odhaleni IAM, vkterou po AR prechazi plazmatickd membrana
v ekvatorialni oblasti. Diky IAM dochazi ke stabilni vazbé spermie na ZP (shrnuto Abou-
haila a Tulsiani 2009).

2.5 Zona pellucida

Plazmatickou membranu oocytu u vétSiny Zzivo¢iSnych druhi tésné obklopuje
glykoproteinova vrstva obecné nazyvand vitelinni membrana. U savcich oocytl se tato
vrstva nazyva zona pellucida (z lat. pellucid: priihledny). Tento pomérné Siroky obal chrani

oocyt pred mechanickym poskozenim a zajiStuje fadu dalSich funkci.

Zona pellucida je tvorena hlavné tiemi glykoproteiny ZPA, ZPB, ZPC. Tento zpiisob
oznaceni zonalnich glykoproteint je doporuceny v rdmci prase¢iho modelu (Sus scrofa f.
domestica), na kterém je tato diplomova prace vypracovana. V soucasné dobé se vSak
doporucuje oznaceni ZP2 pro ZPA, ZP4 pro ZPB, ZP3 pro ZPC. Protein ZP1, ktery ve vyctu
chybi, udava databaze NCBI jako alternativni nazev pro ZP2/ZPA v piipad¢ prasete (NCBI
2011, shrnuto Goudet et al. 2008). Heterodimery proteinti ZPB a ZPC jsou organizovany do

dlouhych vlaken, které jsou zesitovany pomoci homodimert ZPA.

Tvorba a sekrece proteini ZP se muze u rGznych druhd do velké miry liSit.
Vkonkrétnim pfipadu prasete jsou tvoreny jak oocytem, tak kumuldrnimi burnkami
prilehlymi koocytu. Na druhou stranu u mySi jsou syntetizovany vyhradné oocytem

(shrnuto Zimmerman et al. 2011).

Proteiny zony pellucidy tvofi pomérné rigidni strukturu, kterd kromé ochrany
zajiStuje i specifické rozpoznani spermii daného druhu. Tato specifita v§ak neni absolutni.
Vlastni navazani spermie probiha vnékolika krocich. Prvotni vazba probiha pomoci
proteint pouze asociovanych se ZP. V dal$im kroku se spermie pevné vaze na ZPC receptory
na plazmatické membran€. Poté dojde k AR a uvolnéné enzymy umozni proniknout spermii

pres ZP k oolemé a fuzovat s ni.
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Po oplozeni slouzi jesté ZP jako ochrana proti pred¢asnému zahnizdéni oocytu ve
vejcovodech a tim vzniku mimodélozniho vyvoje. Embryo tento glykoproteinovy obal

opousti az ve stadiu blastocysty pfi tzv. hatchingu.

2.5.1 Extracelularni ubiquitinace oocytu

Vyznam extracelularniho Ub na oocytu by podle nékterych studii mohl spocivat ve
funkci receptoru pro 26S proteazom uvolnény ze spermie. Nové studie 26S proteazom
oznacuji za odpovédny za prachod spermie pres ZP. To se déje pomoci §t€peni proteint ZP
(ZPP), zvlaste pak proteinu ZPC (Zimmerman et al. 2011). Zptisob jakym spermie pronika
k oolemé u savcu je jiz dlouh4 1éta predmétem vyzkumu a hypotéz mnoha laboratori, jelikoz
sledovani spermie behem jejiho priniku je v podstaté nemozné, zvlasté pak po biochemické

strance (shrnuto Sutovsky 2011).

Ubiquitinace ZPP byla prokazana jak u ZP sav¢ich oocytd (Sutovsky et al. 2004b),
tak u VC vajicek jezovky ¢i sumek (Sawada et al. 2002). K modifikaci ZPP pomoci Ub
dochazi u prasete jiz béhem oogeneze. Mechanismus tohoto znaceni neni znadm a rozdilné
vysledky o Cetnosti téchto tprav poskytuje i proteomicka analyza. I kdyzZ byly tyto modifikace
detekovany na vSech trech hlavnich komponentech ZP (ZPA, ZPB, ZPC), neni stale jisté,
jaké procento znich tuto modifikaci obsahuje (Zimmerman et al. 2011). Zna¢n4 mira

extracelularni ubiquitinace oocytu je vSak detekovatelna jiz v primordialnich folikulech.

Otazkou zustava i zplisob téchto modifikaci. Za normalnich podminek jsou proteiny
znacené Ub vbunce degradovany. Proteiny uréené pivodné k exocytdze vétSinou pomoci
degradace asociované s endoplazmatickym retikulem (ERAD). V souc¢asné dobé neni jasné,
jestli k ubiquitinaci ZPP opravdu dochazi uvniti bunék. V tomto pripadé by jejich exocytdza
musela byt zajiSténa drive, nez dojde k degradaci pomoci UPS. Dalsi variantou je modifikace
ZPP az po jejich lokalizaci do ZP. Tuto hypotézu by mohla podporovat vysoka extracelularni
koncentrace Ub ve folikularni tekutiné (Einspanier et al. 1993). Tento problém neni vyfeSen
nejen u proteind vlastni ZP, ale i s dalSich protein tvoricich extracelularni matrix (ECM)

oocytu, které jsou také ubiquitinovany a nasledné S§tépeny pomoci proteazomu spermie.

2.5.2 Penetrace zony pellucidy

Na prunik spermie pres ZP u savch existuji dva odliSné pohledy. Nekteré prace
prokazuji, Ze k praniku k oolem¢ je dostatecna sila vytvarena bicikem spermie (shrnuto
Bedford 1998). Vtéto praci vSak autor vychazi hlavné zpredpokladu, Ze enzymem
umoznujici penetraci spermie je akrozin a poukazuje na schopnost spermii oplodnit oocytiv
pripadé deficience ¢i inhibice akrozinu. Vjedné zdalSich praci vSak tyz autor uvadi

akrozomalni protedzy, jako odpovédné faktory za penetraci spermie pres ZP (shrnuto
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Bedford 2006). Akrozin se opravdu zdal byt dlouhou dobu vhodnym kandidatem
potvrzujicim hypotézu o enzymatickém $té€peni ZPP umoznujicim prichod spermie, ktera
byla nastinéna praci jiz v 50. letech (Austin a Bishop 1958). Akrozin je i vsoucasnosti
povazovan za velmi dulezity pro oplozeni, ale spiSe se jeho uloha davd do souvislosti

s vazbou spermie na oocyt (Howes a Jones 2002).

2.5.3 Proteazomalni komplex jako digestivni enzym ZPP

Mozny vliv UPS na oplozeni byl zkouman nejprve na sumkach (Saitoh et al. 1993).
Zde je jiz funkce proteazomu jakoZto enzymu St€piciho proteiny VC velmi dobfe popsana.
Oproti savcim je zde ale zasadni rozdil vtom, Ze se na tomto procesu podili cely UPS
spermie. Vajicka sumek nejsou znaceny Ub béhem vyvoje, ale pomoci Ub konjugacnich
enzymu zakrozomu. Po navazani spermie na VC dojde k akrozomalni reakci, uvolnéni
ubiquitinu a jeho pripojeni na protein Vesp70 (homolog ZP3) pomoci E3 ligdz spermie.
Poté je Vesp70 rozpoznavan proteazomalnim komplexem spermie a degradovan (Sawada et
al. 2002). Podjednotky proteazomalniho komplexu byly rovnéz detekovany pomoci riiznych

metod v akrozomu savc¢ich spermii (Sutovsky et al. 2004b).

Dikaz Stépeni ZPP, znacenych ubiquitinem, pomoci proteazomalniho komplexu u
savcu vychazel z moznosti inhibice oplozeni in vitro. Pri pouZziti proteazomalnich inhibitort
jako MG132 a lactacystin byl jejich u€inek pozorovatelny pouze u oocytt s neporusenou ZP.
V pripade¢ in vitro oplozeni u oocytu s odstranénou ZP neméla jejich pritomnost Zadny efekt
(Sutovsky et al. 2003, Sutovsky et al. 2004b). Potvrzeni této teorie detekci produkti St€peni
ZP muselo byt poté provedeno vupraveném systému, kdy kapacitované spermie byly

umistény do média s rozpusténymi ZPP a nasledné byly analyzovany produkty v médiu.

DalSi pokus pak prokazal podobnou prostorovou strukturu a vzhled ZP u oocyt
inkubovanych spole¢né se spermiemi a u oocytli inkubovanych sizolovanym teplem

inaktivovanym proteazomalnim komplexem ze spermie (Zimmerman et al. 2011).

Proteazomalni komplex spermie ma kromé své degradacni role na ZP i vliv na AR,
jelikoZ degraduje nekteré akrozomalni proteiny a proteiny asociované s akrozomalni
membranou, coz vede ke zmeéndm vjeji strukture a rozpadu na akrozomalni vacky
(Zimmerman et al. 2011). Tento fakt podporuji studie prokazujici zabranéni AR pomoci

inhibitorl proteazomalniho komplexu (Morales et al. 2003).
Degradace proteintd pomoci UPS sice neni pfimo zavisla na hydrolyze ATP, jak je jiz
zminovano vyse, ale pritomnost ATP je duleZita pro asociaci 20S a 19S proteazomu a pro

stabilitu proteazomalniho komplexu. ATP je vSak striktné intracelularni molekulou, coz

znacné komplikuje tento systém zvlasSté u oplozeni ve volném prostiedi, jako je tomu
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napiiklad u sumek a jezovek. Uplnym odstranénim ATP z prostiedi vSak bylo mozné
inhibovat oplozeni i u téchto Zivocicht (Sakai et al. 2003, Yokota a Sawada 2007). Vysledky
podporujici tyto studie byly ziskany i na prase¢im modelu, kde pomoci ATP-difosfatazy
Stépici ATP byla sniZena uspéSnost oplozeni a Cetnost polyspermického oplozeni, k tomuto

ovlivnéni ale nedoslo pti pouziti inaktivovaného enzymu (shrnuto Sutovsky 2011).

Vysok4 koncentrace extracelularniho ATP je umozZné€na tvorbou lokéalniho
mikroprostiedi, které vznikne vylitim akrozomu. Akrozomalni hybridni vezikuly, které se
vazi na ZP, a viskozni akrozomalni cytoplazma udrzuji obsah akrozomu na daném miste
pomoci tvorby tzv. akrozomalniho plasté (shroud). Tyto enzymy spole¢né s proteiny
ukotvenymi v plazmatické membrané a IAM spermie pak umoznuji penetraci spermie a jeji

fazi s membranou oocytu (Zimmerman et al. 2011).

2.6 Pruchod pres kumularni bunky a extracelularni matrix

Na cesteé spermie k oocytu jsou jesSté prekazky, které jsem zatim prili§ nezminoval.
Zraly oocyt pripraveny k oplozeni je totiz obalen nékolika vrstvami kumuldrnich bunék a na
vnéjsi strané ZP i v perivitelinnim prostoru pod ni je vrstva asociované ECM, tvorena hlavné

kyselinou hyaluronovou.

2.6.1 Kumularni bunky (Cumulus oophorus)

Jde o souhrnny nazev pro granuldzni burky, které obklopuji oocyt jak v antralnich
folikulech, tak i po jeho uvolnéni zvajecnikd. Tyto bunky reguluji maturaci ooplazmy
v zavislosti na hormonadlnich signalech. UdrZuji, spolecné s faktory ve folikularni tekuting,
oocyt v meiotickém bloku a poté se podili i na op€tovném zahdjeni meidzy. S oocytem jsou
spojeny pomoci gap junction a vrstva nejtésnéji prilehla k oocytu se oznacuje jako corona
radiata. Spoje corony radiaty a oocytu umoznuji mezibuné¢ny transport iontd a malych

molekul a jsou pro spravny vyvoj oocytu nezbytné (shrnuto Tanghe et al. 2002).

Po ovulaci pak kumularni bunky zajistuji ochranu oocytu a zprostifedkovavaji i

atrakci spermii pomoci tvorby progesteronu (shrnuto Eisenbach a Giojalas 2006).

2.6.2 Extracelularni matrix oocytu

Stabilitu vazeb mezi jednotlivymi kumularnimi samotnymi butikami a mezi coronou
radiatou a oocytem zajiStuje hlavné kyselina hyaluronova. Tu kumuléarni bunky exocytuji
velmi intenzivné do svého okoli béhem dozravani oocytu do metafaze Il. Tento d€j se nazyva
expanze kumularnich bun€k, jelikoz zde dochazi kzvétSeni rozestupt mezi jednotlivymi
bunkami a cumulus dostava vzhled oblaku kolem oocytu. V tomto stadiu se pres n¢j také

dostavaji spermie pfi normalnim in vivo oplozeni. To je umoznéno hlavné¢ diky proteinu PH-
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20, ktery je vazan na plazmatické membrané spermie a vykazuje hyaluroniddzovou aktivitu.
Pomoci té je St€pena hyaluronova kyselina mezi kumularnimi bunikami a také ECM na obou
stranach ZP (Chan et al. 1999).

2.7 Oplozeni

Proces oplozeni se u riiznych druhl Zivocicht velmi lisi. Poceti vS§ak ma nékolik
obecnych krokid. Nejprve je nutny kontakt obou pohlavnich bunék a jejich vzajemné
rozpoznani, které je do zna¢né miry druhoveé specifické. Poté dochazi k regulaci priniku
spermie do oocytu, vtomto kroku je dilezité, aby do oocytu pronikla pouze jedina spermie
nebo byla zajisténa ucast pouze jedné spermie na vzniku zygotického jadra. Po fuzi obou
gamet musi dojit k vytvoreni prvojader a nasledn¢ k fuzi samotného genetického materialu.

Dale je nutna aktivace metabolismu vajicka, ktery umozni zahajeni vyvoje nového jedince.

2.7.1 Maturace oocytu

Sav¢i oocyty dozravaji postupné ve vajecnicich béhem celého reprodukéniho veéku.
VétSina oocytl je vytvorena jiz béhem zarodecného vyvoje. Vlivem hormonalnich regulaci
dochézi postupné kvyvoji jednotlivych folikuld kolem kazdého oocytu, ale jsou
pozorovatelné i folikuly svice oocyty. Vin vitro podminkach se hormondlni stimulace
nahrazuje pfidanim FSH (folikuly stimulujici hormon) a LH (luteinizacni hormon). Béhem
dozravani ve vajecnicich dochazi k akumulaci mnoha latek, které zajiStuji vyvoj embrya po

oplozenti, zvlasté pak do doby pred reaktivaci vlastniho genomu embrya.

U vétSiny Zivoc¢icht dochazi koplozeni ve stadiich pred dokoncenim maturace
oocytu, takze u nich nikdy neni vytvoreno vajicko ve smyslu pohlavni haploidni bunky.
V piipad€ savci dochazi ke splynuti gamet ve stadiu druhé metafaze meiotického déleni
(MII). Neplati to vSak vzdy, jelikoZ naptiklad u pst vstupuje spermie jiz do primarniho
oocytu. Vprimarnim oocytu je pritomny zarodecny vacek, coz je ndzev pro oocytarni
diploidni jadro. V ramci dal$i maturace se tento zarode¢ny vacek rozpada, dochazi k tvorbé
de€liciho vreténka a zahajeni meidzy. Ve stadiu MII, je jiz vyloucena nadbytecna cast
jaderného materialu oocytu v podobé prvniho pdlového téliska (1. PB). V tomto bode¢ je dalsi
postup meidzy inhibovan. To zpusobuje pretrvavajici aktivita MPF (maturation promoting
factor) udrzovana pomoci CSF (cytostatic factor). K dokon¢eni maturace dochazi po vstupu
spermie do oocytu a jeho aktivaci. Tim je umoznéno uvolnéni z druhého meiotického bloku,
tvorba d¢liciho vieténka a vylouc¢eni druhého pdlového téliska (2. PB) a chromozomy jsou
sefazeny na mitotickém vreténku. Klicovymi regulatory téchto poslednich fazi maturace

jsou predev§im MPF a MAPK (shrnuto Gosden a Lee 2010). Po dokonceni meidzy se dé€lici
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vireténko rozpadé a pro tvorbu zygotického déliciho vieténka je zdkladem samdi centrozom

vneseny spermii.

2.7.2 Kapacitace spermii

Ejakulované spermie nejsou bezprostfedné schopné oplozeni. Nejprve u nich
dochézi kdalsim zménam vlivem vnéjsiho prostredi, v pripadé savct diky podminkam
v sami¢im pohlavnim traktu. Soubor téchto zmén se nazyva kapacitace a podminuji vazbu
spermie na ZP a spusténi akrozomalni reakce. Je to proces, ktery je nezbytny pro uspesné
oplozeni in vivo i vin vitro systémech, snad jen s vyjimkou intracelularni injekce spermie
(ICSI), ale i tam se indukce kapacitace pred vlastnim oplozenim provadi velmi ¢asto (Lee et
al. 2003a).

Zahajeni kapacitace u savcl probiha diky tfem hlavnim slozkdm v prostredi samiciho
pohlavniho traktu, které zde jsou v pomérné vysoké koncentraci. Protein albumin pomaha
uvolnéni cholesterolu z plazmatické membrany, coz vede k jeji vétsi fluidit€ a snazsi fuzi a
akrozomem. Z membrany spermie také, patrné vlivem uvolnéni cholesterolu, disociuji
dekapacita¢ni faktory, které se na ni vazaly v ramci Gprav v epididymis a kapacitaci brani
(shrnuto Reid et al. 2011). Dalsi dvé slozky jsou ionty Ca** a HCO5, které pomoci kanali
prostupuji pres membranu a primo aktivuji cytozolickou adenylatcyklazu. Diky tomu je
syntetizovan cAMP, ktery funguje jako druhy posel a spousti proces kapacitace pomoci

aktivace tyrozinovych kinaz.

V ramci kapacitace dochézi ke zménam metabolismu, coz vede kvySsSi spotrebé
kysliku a energie. To se projevi hyperaktivaci, béhem niZ se spermie zacne pohybovat
linearné a vétsi rychlosti. Kapacitované spermie jsou k oocytu navaddény pomoci termotaxe a
chemotaxe. Chemotaxi patrné vyvolavaji nékteré latky uvoliiované kumularnimi bunkami
oocytu. Jejich identifikace jeSt€ neni Gplna, ale velmi dileZitym se ukazuje byt progesteron,

ktery u spermie aktivuje specifické vapnikové kanaly (Oren-Benaroya et al. 2008).

2.7.3 Fuze pohlavnich bunék

Po prichodu spermie pies ZP (podrobné vyse) dochazi k vazbé spermie na oolemu.
Ta tvofi na svém povrchu mnozstvi mikroklkl (microvilli). Tyto vybézky se v blizkosti
spermie velmi rychle prodluZuji a seskupuji do fertiliza¢niho kdnusu, ktery obali spermii a
umozni jeji fazi. Po priiniku celé spermie do oocytu jsou tyto mikroklky vstiebany. Zptsob,
jakym dochazi kfazi obou membran, neni zcela prostudovan. Jsou ale urceny nekteré

proteiny, které jsou pro fuzi nezbytné. Jednim je transmembranovy protein spermie
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s ndzvem Izumo, ktery se dostava na povrch membrany spermie v pribéhu AR. Na oocytu je
potom nezbytny protein CD9. Ten vSak patrné nezajiStuje samotnou fuzi, ale umoznuje
vytvoreni adhezivniho mista pro spermii na oolem¢ (Jegou et al. 2011). Na fazi se nutné
bude podilet i mnoho dal$ich proteind membrany oocytu, véetné extracelularnich proteint
pripojenych pomoci glykofosfatidylinositolové kotvy. Po oSetfeni oocytu enzymy, které tyto
proteiny odstranuji, nebyly spermie schopné fuze soocytem (Jegou et al. 2011). Tento

zasadni krok neni pfili§ prostudovan a mechanismy, které za nim stoji, musi byt teprve

popsany.

2.7.4 Aktivace oocytu

Esencialni podminka pro aktivaci oocytu je uvolnéni SOAF (sperm oocyte activating
factor) do ooplazmy. Timto terminem se oznacuje soubor ve spermii obsaZenych latek, které
aktivaci oocytu po oplozeni umoznuji. Predmétem vyzkum zistava vysvétleni vlastniho
sloZzeni a pusobeni SOAF a umozZnéni jeho kontaktu sooplazmou v pripad¢€ obejiti
prirozenych mechanizmi oplozeni u ICSI. Za hlavni enzym, odpovédny za aktivaci oocytu,
je dnes povazovana spermii nesend fosfolipaza C- (PLC-() (Fujimoto et al. 2004, Nomikos
et al. 2011). PLC-{ spousti masivni influx vapniku do ooplazmy pomoci inositol-1,4,5-
trifosfatové (IP3) drahy a jeji aktivita souvisi i stvorbou Ca®" oscilaci nasledujicich po
oplozeni. Pres zasadni vyznam PLC-C vaktivaci oocytu neni zndm mechanismus
zodpovédny za rozpoznani jejiho substratu. Moznou roli zde patrné maji bazické
aminokyselinové tetézce PLC-{ diky nimz vznikaji elektrostatické interakce se zaporné

nabitym fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem (PIP2) v membrané (Nomikos et al. 2011).

Po prvni viné vysoké koncentrace Ca*'v ooplazmé dochézi k periodickym oscilacim,
které jsou zodpovedné za signalizaci vedouci k exocytoze kortikalnich granuli, rozpoznani a
dekondenzaci jadra spermie, dokonéeni meidzy a tvorbé prvojader. Priibéh Ca*" oscilaci je
charakteristicky pro jednotlivé druhy Zivocicha a lisi se podle zpusobu oplozeni oocytu

(ptirozené oplozeni, oplozeni in vitro, ICSI)(Morozumi et al. 2006, Yanagida et al. 2001).

2.7.5 Dekondenzace spermie

DNA spermie je ve velmi kondenzovaném stavu, coZ ji umoznuje nahrazeni histont
vjadre protaminy béhem spermatogeneze. Protaminy jsou velmi bohaté na cystein a jeho
thiolové skupiny jsou béhem maturace vepididymis pospojovany pomoci disulfidovych
vazeb. To zajistuje velkou stabilitu DNA ve spermii. Po proniknuti spermie do oocytu musi
dojit k dekondenzaci chromatinu a vymeén€ protaminli zpét za histony, coz vprvé rade
umoziuji oocytarni enzymy redukujicich S-S vazby, hlavné glutathion (shrnuto Gosden a

Lee 2010). Po zasahu téchto enzymi jsou rozvolnény stoené chromatinové smycky a je
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umoznén piistup k DNA pro dalsi faktory a zpétnou vyménu histond. Vyména histont je

velmi rychly proces a za¢ina diive neZ jednu hodinu po oplozeni (shrnuto Caglar et al. 2005).

Dekondenzace je vramci oplozeni velmi dilezity déj a zvlasté u metody ICSI casto
dochézi k jejimu selhani a tim i netsp€Snému oplozeni. U prasete tento krok nékteré studie

uvadéji jako nejvice problematicky (Lee et al. 2003a, shrnuto Kren et al. 2003).

2.7.6 Formovani prvojader

Vznik prvojader, ktery u savci trva vpraméru 12 hodin, u prasete 18 hodin, je
v porovnani s pouhou hodinou naptiklad u jezovky relativné pomaly proces. Je to dano
hlavné nutnosti dokonceni meidzy oocytu a také odliSnym zplisobem tvorby zygotického
jadra a replikace DNA obou gamet pied prvnim délenim. Nejprve dojde krozvolnéni
chromozomu. U spermie je tento proces soucasti dekondenzace a u oocytu nésleduje po
ukonceni meidzy. Obé prvojadra spolu v této chvili neinteraguji a jejich membrana ziistava
stabilni. Na rozdil od uvedené jeZovky dochazi ke zdvojeni DNA samostatné vsaméim a
sami¢im prvojadie. B€éhem doby potrebné k replikaci ob€ prvojadra migruji v oocytu k sobé
diky mikrotubulim. Mikrotubularni organizacni centrum tvofi v embryu centrozom
pochazejici ze spermie. Po pribliZeni prvojader dochazi k rozpadu jadernych obald. Savci
oocyty v této fazi netvori pravé zygotické jadro, chromozomy se pouze sefadi na spole¢ném
mitotickém vieténku, odkud se poté rozchazi do dvou vznikajicich bunék. Pravé diploidni

jadro se tak objevuje az ve dvoubunécném embryu.

2.8 ART (Assisted reproductive technology)

Pod oznacenim ART se ukryva Siroké spektrum metod a technik, které se pouZzivaji
pro oplozeni. Zahrnuji jak asistovanou reprodukci v in vivo podminkach, kde se jedna hlavné
0 inseminaci, tak metody mimot€lniho oplozeni, po kterych nasleduje implantace ¢asného
embrya zpét do délohy. Mimotélni oplozeni muize byt realizovano koinkubaci oocytu se
spermiemi. Tuto metodu obvykle oznacuje zkratka IVF (in vitro fertilization). V pripadé
vaznéjSich komplikaci, hlavné v souvislosti se Spatnou kvalitou spermii, musi byt spermie

vpravena piimo do oocytu pomoci sklenéné kapilary.

U zvirat se téchto metod pouziva zvlasté ke Slechténi a k oplozeni pomoci spermatu
zvlaste vhodnych jedinct, pri¢emz cena takového oplozeni se mize pohybovat az v radech
desitek tisic korun (http://www.obora.com). V laboratornich podminkach je ART velmi
uzite¢nym nastrojem k vyzkumu oplozeni, ¢asného embryonalniho vyvoje nebo i novych

metod antikoncepce.
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2.8.1 Metoda ICSI

Tato metoda je v soucasné dobé jednim z velmi Castych postupt vyuZivanych v
asistované reprodukci u lidi. Do klinické praxe ji uvedl roku 1992 Dr. Gianpiero Palermo
(Palermo et al. 1992) a zvlasté z dneSniho pohledu je témér neuvéritelné, Ze se tak stalo bez
jediné predchozi studie na zviratech, ktera by ovérovala jeji dopady na embryo. Nicméné
prvni pripad vneseni spermie do oocytu chirurgicky byl proveden jiz vroce 1976 (Uehara a
Yanagimachi 1976).

V soucasné dobé se mnoho vyzkumnych skupin zabyvd pribéhem ¢asného
embryonalniho vyvoje, po oplozeni pomoci ICSI, u prasete (Sus scrofa f. domestica).
Divodem je metabolicka a velikostni podobnost s ¢loveékem, coz umoziuje do jisté miry

extrapolovat ziskané vysledky na lidsky organismus.

Intracelularni injekce spermie je zaloZena na prenosu jedné spermie primo do
ooplazmy. Provadi se pomoci mikromanipulatoru, pripadné osazenym piezoelektrickym
aktuatorem ¢i laserem, pod mikroskopem. Spermie je nasata do sklenéné mikrokapilary,
jenz je zavedena do oocytu pres ZP a plazmatickou membranu, a poté je injikovana do
ooplazmy. Injekce se provadi po nastaveni oocytu do polohy, kdy je viditelné 1. PB na pozici
1 nebo 5 (poloha ¢islic na ciferniku hodin). Tim je zajiSténa nejmensi pravdépodobnost

poskozeni jadra béhem injekce.

Metoda intracelularni injekce spermie byla vtéto diplomové préaci provadeéna
v modifikovaném provedeni za pouZiti piezo-aktuatoru (piezo drive unit). Piezo jednotka je
schopna vytvaret linearni vibrace vpresné definovaném rozpéti (az viadu pikometra).
Tento pohyb se prevani na pohyb injekéni kapilary a pomoci n€j penetruje kapilara ZP a poté
pomoci jednoho slabého impulsu i oolemu. Tento zptisob nedeformuje béhem priiniku
kapilary oocyt, coz by mohlo vést k porucham cytoskeletu a ¢ast€jSimu vyronu ooplazmy po
vytazeni kapilary (Yanagida et al. 1999). V klinické praxi neni prili§ pouzivan, jelikoz se pro
zvySeni priraznosti a stabilizaci kapilary v jeji Spic¢ce pouzivad malé mnozstvi rtuti a existuji
obavy zjejiho mozného negativniho efektu na oplozeni a nasledny embryonalni vyvoj.
Koncentrace rtuti v médiu béhem piezo ICSI je vSak srovnatelna ¢i nizsi nez v krvi (Yanagida
et al. 1999, Kingman et al. 1998).

2.8.1.1 Prinosy a komplikace

Metoda ICSI se v klinické praxi vyuzivd hlavné v pripadech, kdy spermie nejsou
schopné spontanné oplodnit oocyt kvili jejich nizkému poctu, malé pohyblivosti, uplné
nepritomnosti ve spermatu nebo pti imunologicky podminéné neplodnosti (shrnuto Tesarik

1996). V konkrétnim piipadu prasete se ICSI vyuziva hlavné z divodu castého vyskytu
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polyspermniho oplozeni pti metodé IVF (shrnuto Kren et al. 2003, Han et al. 1999). Na
druhou stranu se vSak ani metodou ICSI nedosahuje zcela optimalnich vysledk a pocet

embryi, kterd se vyvinou do stadia blastocysty, je poméern€ maly.

Vysoké naroky jsou kladeny i na vybaveni laboratofe a nutnost osvojeni si této
naroc¢né techniky. Oproti klasickému IVF jsou nédklady na tvorbu vhodnych laboratornich

podminek a zavedeni této metody mnohonasobné vyssi.

2.8.1.2 Penetrace plazmatické membrany spermie

Zamérné poruSeni plazmatické membrany spermie jde vétSinou ruku vruce s jeji
imobilizaci. Jedna se o nezbytny krok, ktery umoziiuje SOAF proniknout do oocytu a spustit
jeho aktivaci. Ve spermii pak tento krok indukuje n€které zmény ekvivalentni AR a tim muze
zlepSovat jeji schopnost dekondenzace. Imobilizace je dale nezbytné z technickych davoda,

kdy manipulace s pohybujici se spermii neni témér proveditelna.

Moznosti naruseni plazmatické membrany spermie je nékolik. Mezi mechanické
metody patfi zlomeni ¢i rozdrceni bi¢iku spermie pomoci injekéni kapilary
mikromanipulatoru. To je provedeno bezprostredné¢ pred injikaci u vybrané spermie. Déle
zde radime i sonikaci, ktera zptisobi uplné oddéleni bi¢iku od t€la spermie. V tom pripadé se
do oocytu dostava jen hlavi¢ka spermie, coz méné¢ odpovida prirozenému priibéhu oplozeni,
ale na druhou stranu je zde mens$i mnoZstvi média injikovaného do oocytu spole¢né se

spermii.

Pro penetraci plazmatické membrany spermie je mozné vyuzit i pasobenti fyzikalnich
sil, k cemuz dochazi pfi pouZiti mrazeného spermatu. Déle pak sil chemickych pfi kultivaci
v médiu s detergenty (napriklad Triton-X100 ¢i dithiothreitol). Na tento postup existuje vice
nazoru, kde ne€které prace uvadi mozné poskozeni paternalni DNA a jiné poukazuji na lepsi

vysledky vlivem téchto metod (Lee a Yang 2004a).

Pokud je pro injekci spermie pouzivana ne€ktera z modifikaci metody ICSI, at jiz piezo
aktuatorem nebo laserem, je mozno toho vyuzit pro znehybnéni spermie a naruSeni
membrany. U piezo-ICSI se to provadi pomoci nékolika silnéjsich pulzd, pfi umisténi

spermie v Usti injek¢ni kapilary.

2.8.1.3 Vlivinjekéniho média

Mezi faktory, které mohou hrat podstatnou roli pti uvolnéni SOAF do ooplazmy,
aktivaci oocytu a dalsi vyvoj embrya, patfi i vyb€r média, pouZitého pro kultivaci spermii
tésné pred oplozenim, a jeho mnozstvi injikované do ooplazmy. VétSina praci pouziva jako

injek¢éni médium polyvinylpyrrolidon (PVP), ve kterém je spermie také imobilizovana vyse
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uvedenymi zplsoby. V tomto velmi viskdznim médiu se spermie nemohou pohybovat prili§
rychle a manipulace s nimi je jednodussi. Zaroven vSak diky PVP mtize dochazet k zhorSené
difazi SOAF do ooplazmy. Tomuto se da zabranit nasatim malého mnozstvi ooplazmy do
injek¢ni kapilary po praniku do oocytu, ¢imz se zaroven potvrdi penetrace plazmatické
membrany (Katayama et al. 2005). Tento krok vSak muize mit vliv na vyvoj embrya a

posSkozovat vnitini strukturu cytoskeletu.

Injikovani jistého mnozstvi PVP do oocytu také neni zcela zanedbatelné. Tento velmi
viskozni roztok pouzivany hlavné kvili omezeni rychlosti pohybujicich se spermii je sice
povazovan za inertni, ale jeho negativni G¢inky byly prokazany jak u spermii (Strehler et al.
1998), tak u embrya (Mizuno et al. 2002).

2.8.1.4 Déje po oplozeni pomoci ICSI

Bezprostfedné po pruniku spermie pfi prirozeném oplozeni dochazi ke zvySeni
intracelularni koncentrace Ca*". Tento proces vede okamzité k aktivaci oocytu a exocytoze
kortikalnich granuli. Tim dojde k opusténi meiotického kontrolniho bodu bunééného cyklu,
formovani prvojader a vylouceni 2. PB. Zformovani samciho prvojadra musi jesté
predchazet dekondenzace hlavicky spermie. Po provedeni ICSI muze také dochazet ke
zdanlivé aktivaci a vyvoji oocytu, ktery v§ak probiha pouze za prispéni samiciho prvojadra,
obdobn¢ jako je tomu po partenogenetické aktivaci. Tyto oocyty se poté mohou vyvijet

pripadné¢ az do stadia blastocysty a zkreslovat vysledky studii.

Pribéh a tvar Ca®>" vin béhem oscilaci charakteristickych pro uspésné oplozené
oocyty byl zatim zkouman podrobnéji u ¢lovéka a mysi a byly pozorovany jejich vyznamné

rozdily u prirozeného oplozeni a oplozeni pomoci ICSI (Morozumi et al. 2006).

2.8.1.5 Uméla aktivace

Dodate¢na aktivace oocytu po oplozeni metodou ICSI se provadi nékolika zptsoby.
Kultivaci s Ca*" ionoforem, kultivaci s cykloheximidem nebo aplikaci elektrického pulzu
(Lee et al. 2003b). VSechny tyto metody jsou zaloZeny na zvySeni koncentrace
intracelularniho vapniku, které spousti dalsi déje signalizac¢ni kaskady a oscilace Ca®", které

v in vivo podminkéch aktivuje PLCC.

Problém aktivace oocytu je nedostatecné prostudovan i v pripadé pouziti zmrazZenych
spermii. U prasete neni zcela jasné, zda jsou zmrazené spermie schopné spoustét dostatecné
oscilace intracelularni koncentrace Ca®*, které jsou pro aktivaci a dalsi vyvoj embrya

nezbytné. Ve studii J. W. Lee a X. Yanga bylo zjisténo dvojnasobné zlepSeni ve vyvoji do
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stadia blastocysty pri pouZiti elektroaktivace po oplozeni pomoci ICSI rozmrazenymi

spermiemi, ve srovnani se skupinou bez aktivace (Lee a Yang 2004b).

2.9 Inhibitory proteazomalniho komplexu

Vyzkum mnoha procest v bunikach je realizovan metodou specifické inhibice daného
proteinu ¢i enzymu nebo eliminovanim samotné tvorby dané¢ latky. Ubiquitin-proteazomalni
systém je pro vSechny eukaryotické burky esencidlni a tudiZ neni mozné jej naprosto
odstranit. Proto se pro jeho vyzkum pouzivaji specifické inhibitory cilené na nékteré jeho
soucasti. Vykonnou c¢asti UPS je 26S proteazom, jehoz katalytickou funkci zajistuje 20S
jadro. Pravé proti nému jsou zacilené dva zvelmi ¢asto pouZivanych inhibitord, MG132 a

lactacystin.

Lactacystin je prirodni produkt poprvé objeveny ve streptomycetach. Vaze se
specificky do katalytického jadra 20S proteazomu a je zde schopen inhibovat vSechny tri
hlavni proteolytické aktivity, z toho dvé ireverzibilng€. Zaroven vSak neinterferuje s zaddnou

dalsi proteazou (shrnuto Fenteany a Schreiber 1998).

Naproti tomu je MG132 zcela syntetickym aldehydickym peptidem, ktery je schopny
specificky inhibovat veSkeré katalytické funkce 26S proteazomalniho komplexu. Snadno

prostupuje plazmatickou membranou bun€k a jeho pusobeni je reverzibilni.
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3 Cile prace

e Zvladnuti metody intracelularni injekce spermie, vletné pripravy
mikrokapilar a izolace oocytu.

e Ustanoveni metody ICSI v nové laboratori a charakterizace ¢asného vyvoje
embryi v téchto podminkéach.

e Studium vlivu zablokovani oocytarniho proteazomalniho komplexu
inhibitorem MG132 na rozpoznani spermie oocytem a tvorbu prvojader po
ICSI.

e Studium vlivu inhibice oocytarniho ubiquitin-proteazomalniho komplexu na

¢asny embryonalni vyvoj po ICSI.
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie
Chemikalie

Albumin, z bovinniho séra
Anti-Ubiquitin

BME

Calcium laktat, pentahydrat
D-(+)-glukoza

DAPI antifade ES

Dihydrogenfosfore¢nan draselny

Dulbecco’s PBS, fosfatem

pufrovany fyziologicky roztok, bez

CaCl,a MgCl,

Etanol 96%, kvasny
Fenolova Cerven

Folikuly stimulujici hormon
Gentamicin

Goat anti-rabbit IgG FITC

GPBoS, rlistové proteiny

bovinniho séra
Hyalurodidaza
Hydrogenuhli¢itan sodny
Hypotaurin

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty, dihydrat
L-Cystein

Vyrobce

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Imgenex, San Diego, 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
Gibco, Paisley, UK

Merci, Brno, CR
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco, Paisley, UK

Imgenex, San Diego, USA

Sevapharma, Praha, CR

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

Katalogové Cislo

A6003-5G
IMG5020
B6766
C8356-250G
G6152-100G
DES500L
P5655-100G
21600-069

64-17-5
P5530-5G
F2293-1VL
5750-037
20302

H3506-100MG

S5761-500G
H1384-1G
P5405-250G
S5886-500G
C7602-500G
C7352-25G
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L-Glutamin
Luteiniza¢ni hormon
M2 medium
Medium M199
MEM

Mineralni olej
Normal goat serum
Parafinovy olej
Paraformaldehyd

Percoll

Poly-L-Lysin
Polyvinylalkohol
PVP

Rtut

Siran horec¢naty, heptahydrat
Sodium pyruvat

Trizma base

Z-Leu-Leu-Leu-al (MG132)

4.2 Slozeniroztoki

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

Carl Roth, Karlsruhe, Némecko

Penta, Chrudim, CR

GE Healthcare Bio sciences AB,

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

Cook Medical, Queensland,

Austrélie

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

G3126-100G
L5269-1VL
M7167
M4530
M7145
M8410-100ML
S26-100ML
8904.1
140907F
17-0891-02

P4707
P8136-250G
G26774

261017-250G
M7774-500G
P4562-5G
T6066-100G
C2211-5MG

Pokud neni uvedeno jinak, byla k pfiprave roztokt pouZita deionizovana voda.

PBS: 10x koncentrovany roztok byl pfipraven rozpusténim jednoho baleni Dulbecco’s PBS

v 11 vody, roztok PBS byl pripraven dal$im nafedénim v pomeru 1:9 s vodou.

PBS/PVA: roztok byl ptipraven rozpusténim 0,1g PVA v 11 PBS.

Fenolovd cerveni: zasobni roztok byl pfipraven rozpusSténim 5 mg fenolové ¢ervené v 1ml

vody.

roztoky hormoni: roztoky LH i FSH byly pripraveny rozpusténim 1mg hormonu v 1ml

originalniho media M199.



M199: medium bylo pripraveno rozpusténim 36 mM sodium pyruvatu a S§ mM L-cysteinu v
dodaném mediu M199 a pfidanim 4 mg GPBoS/ml, 5 pl roztoku LH/ml a 5 pl roztoku FSH
(Krylov et al. 2005).

manipulacni medium: roztok byl pripraven z M2 media a gentamicinu o konecné

koncentraci 0,1%.

PZM3: roztok vznikl rozpu$ténim 108 mM NaCl, 10 nM KCI, 350 pm KH,PO4, 400 pM
MgSO, . 7H,O, 70 pM NaHCO;, 2 mM Calcium laktatu, 1ImM L-glutaminu, 5 mM
hypotaurinu a 200 pM sodium pyruvatu ve vodé a pridanim 3 mg BSA/ml, 1pl
gentamicinu/ml, 20 pl BME/ml, 10 pl MEM/ml a 1 pl zdsobniho roztoku fenolové cervené
(Yoshioka et al. 2002).

MG 132: roztok inhibitoru byl pripraven rozpusténim 1 mg MG132 v 1 ml etanolu.

Percoll: 100% Percoll byl pripraven nafedénim dodaného roztoku v poméru 1:9 s 10x
koncentrovanym roztokem PBS, 80% roztok Percollu vznikl nafedénim 100% Percollu v

pomeru 4:1 s PBS, 40% roztok byl pfipraven nefedénim 100% Percollu v poméru 2:3 s PBS .

mTBM: roztok byl pripraven rozpusténim 113,1 mM NaCl, 3 mM KCl, 20 mM Trizma base,
S mM glukoézy, S mM sodium pyruvatu a 2 mM CaCl, . 2H,O ve vodé¢, déle byly pridany 2 mg
BSA/ml.

4.3 Pristrojové vybaveni

Binolupa Olympus SZX2-ILLK
Centrifuga MPW-340

Inkubator Hera Cell 150
Mikromanipulator Narishige
Mikroskop Nikon Eclipse TE200
Mikroskop Olympus IX 81 CellR

Piezo micro manipulator controller PMAS-
CT150

Pracovni box Biosan UVC/T-AR
Otavovacka kapilar Microforge MF-900
Topna podlozka Thermo plate
Mats-U505 R30

Olympus, Tokyo, Japonsko

Mechanika Precyzyjna, Varsava, Polsko
Kendro, Langenselbold, Némecko
Narishige, Tokyo, Japonsko

Nikon, Tokyo, Japonsko

Olympus, Tokyo, Japonsko

Prime Tech, Tsuchiura-shi, Japonsko

Biosan, Riga, Litva
Narishige, Tokyo, Japonsko

Tokai Hit, Fujinomiya-shi, Japonsko
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Vahy S1-234 Denver Instrument, New York, USA

Vodni lazen DKB-8A Ibersan, Lourinha, Portugalsko
Vytahovac¢ kapilar Puller Sutter P97 Sutter Instrument, Novado, USA
4.4 Metody

4.4.1 Izolace oocytu

Oocyty pouzité vexperimentech pochazely zvaje¢nikGt prepubertalnich prasnic.
Vajecniky byly ziskavany na jatkach béhem bourani a nésledné byly prevezeny v médiu
PBS/PVA o teploté 25-35°C do laboratore. Zde byly nékolikrat promyty stejnym médiem o

teploté 35°C. Izolace oocytt byla provadéna dv€éma zptisoby.

4.4.1.1 Aspira¢ni metoda

Pro experimenty provadeéné jinou technikou nez ICSI byla pouZita aspirace oocytu,
jelikoz umoznuje ziskani vétsiho poctu oocyti vpomerné€ kratkém case. Nevyhodou je
absence selekce na urovni folikuli. Ve vétsiné publikaci je tato metoda pouZzivana i pro
oplozeni pomoci ICSI, ale je prokazano, Ze vede k menS$i uspésnosti zrani oocyt (Liu a
Moor 1997).

Aspirace byla provadéna injekéni jehlou 20G, kterou byla folikularni tekutina
s oocyty podtlakem nasavana do injekéni stiikacky. Odebrana folikularni tekutina byla poté
naredéna vpoméru 1:1 s manipulaénim médiem. Z takto nafedéné folikularni tekutiny
prenesené do malé Petriho misky byly pod binolupou odebrany pouze oocyty s kompaktnim

vicevrstevnym obalem kumularnich bun¢k. Tyto oocyty byly preneseny do média M199.

4.4.1.2 Disekéni metoda

-----

vy s

Pro disekci byly pouZzivany pouze vaje¢niky tzv. hroznovitého typu (grape-type), kde
je vetsi pocet folikulll o vhodné velikosti (Knox 2005). Kazdy vaje¢nik byl roziezan na
sklenéné Petriho misce pomoci dvojice skalpelti a byly vybrany folikuly o praméru 3-7 mm,
které byly preneseny do ¢ist¢ého PBS/PVA. Pod binolupou byly jednotlivé folikuly zbaveny
prebytecné tkané pomoci hodinarskych pinzet. To umoznilo pohled do dutiny folikulu diky
odhalené prusvitné folikularni stén€. Folikuly byly vybirany podle vnitini struktury vrstev
granuldznich bunék, jejich pripadnych malformaci a na zaklad¢ ¢irosti folikularni tekutiny.

Dal$im kritériem bylo pevné spojeni mezi kumularnimi burikami, které t€sné obaluji oocyt a
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granuloznimi bunkami stény folikulu. Pokud se oocyt volné¢ vznasel ve folikularni tekuting,

byl tento folikul vyfazen.

Folikuly odpovidajici poZadavkiim byly preneseny do malé Petriho misky s
manipula¢nim médiem. Hodinarskymi pinzetami byl postupné kazdy folikul roztrzen a
oocyt byl opatrné oddé€len od stény folikulu. Takto ziskané oocyty, které vykazovaly

kompaktni vicevrstvy obal kumularnich bunék, byly maturovany v médiu M199.

4.4.2 Maturace oocytt

Izolované a selektované oocyty byly maturovany v500 ml média M199 ve
Ctyfjamkové desti¢ce. Maturace probihala vinkubatoru pfi teploté 38,5°C a 5% atmosfére
CO,. Pro zpomaleni vymeény plynt béhem manipulace mimo inkubator bylo médium
v desticce prevrstveno parafinovym olejem. Oocyty byly maturovany 44-48 hodin od vloZeni
do inkubatoru (Krylov et al. 2005).

4.4.3 Odstranéni kumularnich bunék

Pro dal$i pouZiti oocytll po maturaci je nutné odstranéni prilehlych expandovanych

kumularnich bunék.

Do média M199 soocyty bylo pridano 25 pl roztoku hyaluronidazy na dobu 5-7
minut. Poté byly oocyty kapilarou preneseny do kapky manipula¢niho média prekrytého
parafinovym olejem a vytemperovaného na 38°C. Oocyty byly protahovany kapilarou, jejiz
pramér usti odpovidal priméru oocytu, ¢imZ doSlo kmechanickému odstranéni
kumularnich bun¢k. Odstranéni bylo provadéno pod binolupou a vtéto fazi bylo mozné

pozorovat pritomnost 2. PB, coz odpovida stadiu MII.

Odstranénim kumulu bylo mozné provést dalsi selekci oocytll. Tento vybér probihal
na zakladé pozorovani struktury cytoplazmy a morfologie oocytu. Pro oplozeni byly vybrany
pouze oocyty, které mély rovhomeérné rozloZenou cytoplazmu bez zv€tSenych tukovych

granul a viditelné 2. PB.

4.4.4 Priprava spermii

Pred oplozenim metodou IVF i ICSI byly spermie pripravovany stejnym zpusobem.
Spermie byly ziskany jako klasick4 inseminac¢ni davka pro prasnice a to dodavkou z chovné
staje. Po doruceni byly spermie udrZovany vteplot¢ 17°C az do jejich pripravy, ktera

probihala tésn¢ pred oplozenim.

Do zkumavky bylo odebrdno 15 ml resuspendovaného inseminaéniho roztoku.

Spermie byly sedimentovany centrifugaci pti pretizeni 700 g po dobu 5 minut. Vznikly
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supernatant byl odsat na objem 0,75-1 ml a vtomto zbylém roztoku byly spermie
resuspendovany. Takto koncentrované spermie byly opatrn€ navrstveny na gradient
Percollu. Ten byl pripraven v 10ml zkumavce podvrstvenim 5 ml 40% Percollu 2 ml 80%
Percollu. Zkumavka s Percollem a navrstvenymi spermiemi byla centrifugovdna 15 minut
pfi 700 g. Tento gradient slouzil k oddéleni zivych a mrtvych spermii na zaklad¢ rozdilné
hustoty. Po centrifugaci bylo odsato vSe kromé sedimentu na dn¢ zkumavky. K sedimentu
byl pridan 1 ml PBS/PVA a pomoci pipety byly spermie resuspendovany. Poté byly spermie
promyty od zbytkdl Percollu a to doplnénim na 10 ml roztokem PBS/PVA, 5 minutami
centrifugace pri 700 g, odsatim supernatantu a resuspendovanim v 1 ml ¢istého PBS/PVA.
Tento postup byl proveden dvakrat. Suspenze spermii byla poté pienesena zpét do 17°C.
Koncentrace spermii byla zjisténa pomoci Biirkerovy komurky aplikaci 100 x vodou redéné

suspenze (voda zptsobila imobilizaci spermif).

4.4.5 Priprava kapilar a mikromanipulatoru pro ICSI

Béhem experimenti provadénych vramci této diplomové prace byly pouZity
komer¢né dostupné holdingové kapilary od firmy Microtech IVF s.r.o. Injekéni kapilary byly
pripravovany ze sklenénych kapilar znacky Drummond na vytahovaci kapilar, ktery jsem

mohl pouZzivat ve Vyzkumném astavu Zivo€i$né vyroby, v.v.i.

Na sklenéné kapilare byl nejprve pomoci vytahovaku vytvoren hrot, ktery byl na
otavovacce kapilar ulomen v misté, kde pramér zuzujici se Spicky kapilary byl 8-10 pm.
Tento okraj byl nasledn€ ohnut v thlu 25-30° pomoci nataveni kapilary. Délka ohnuté ¢asti
byla 120-150 pm.

Holdingova i injekéni kapilara byly upevnény do drzakd mikromanipulatoru a
naplnény mineralnim olejem. Do injek¢ni kapilary bylo vpraveno pied olejem malé mnozstvi
rtuti. Holdingova kapilara byla nastavena tak, aby jeji konec, taktéZ ohnuty v ithlu 30°, byl ve
vodorovné poloze. Konec injekéni kapilary byl nastaven v5° ghlu smérem dold, coz je
dilezité pro imobilizaci spermie pomoci zlomeni jejiho bi¢iku hrotem kapilary. Podle
mnozstvi rtuti a primeru injekéni kapilary byla poté nastavena ovladaci jednotka piezo-
aktuatoru na nejmens$i intenzitu a rychlost, pfi které byly vytvarené pulsy dostatecné pro

penetraci ZP.

4.4.6 ICSI

Pri vlastnim oplozeni pomoci ICSI jde o co mozna nejrychlejsi provedent, jelikoZz se
tim minimalizuje ¢as, ktery oocyt travi v suboptimalnich podminkach mimo inkubéator. Pro

zmirnéni téchto podminek je mikromanipulator (Obrazek 3) osazen vyhiivanou destickou a
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oocyty jsou vprubéhu oplozeni umistény v jednotlivych kapkach manipula¢niho média

prekrytych parafinovym olejem, ktery brani jejich odparovani.

Spermie o znamé koncentraci v roztoku PBS/PVA byly nafedény do mTBM(ICSI)
média na koncentraci 2x10°/ml. V tomto médiu byly ponechany 30 minut v inkubatoru pfi
teploté 38,5°C a 5% atmosfére CO,, aby u nich probéhla kapacitace. Ta je vyvolana diky

vysoké koncentraci Ca’" iontd v médiu a zméné teploty.

Ocisténé oocyty byly umistény po dvou az tiech do 10pl kapek manipulaéniho média
na pripravené Petriho misce, respektive na jejim vicku. Déle byly na misku umistény dvé 5 pl
kapky PVP, do kterych byly po kapacitaci pridany spermie. Roztok spermii byl pridan

v objemu 5 pl, takze vysledna koncentrace ¢inila 1x10%/ml.

Obrazek 3: Mikroskop osazeny mikromanipulatorem. V detailu dobte viditelny piezo
aktuator (bily valecek) a drzaky s kapilarami. Pohyb téchto kapilar je ovladan pomoci

joystickd viditelnych na celkovém pohledu.

Takto pripravend miska byla umisténa pod mikromanipulator. Spermii byl vzdy
pfimo pred oplozenim zlomen bi¢ik pomoci rychlého pohybu injekéni kapilary a to pfiblizné
v prvni tietin€ jeho délky. Spermie byla nasata do injek¢ni kapilary. Kapilara byla protazena
kapkou manipula¢niho média bez oocytd, aby se zbavila pfipadnych vné nalepenych
spermii. Poté byla kapilara pfesunuta k danému oocytu. Pomoci holdingové kapilary byl
oocyt zafixovan a natoCen do spravné polohy. Poté byla silnymi pulzy injekéni kapilary
penetrovana ZP. Po odstranéni zatky, tvorené ZP, z Gsti kapilary mimo oocyt, bylo jednim
slabym pulzem proniknuto pres oolemu. Pranik byl veden az do dvou tfetin primeéru oocytu,

kde byla potvrzena penetrace nasatim minimalniho mnozstvi ooplazmy. Nasledné byla
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injikovana spermie a kapilara byla vytaZena. Pfi spravném provedeni se oolema okamZité

zacelila a nedochézelo k vyronu cytoplazmy.

Po oplozeni vSech oocytli na misce doSlo k jejich preneseni do 500pl média PZM3

prekrytého olejem ve Ctyfjamkové desticce.

4.4.7 Kultivace po oplozeni metodou ICSI

Pro zavedeni metody ICSI v nové laboratori bylo nejdfive nutné ovérit jeji usp€snost a
zjistit schopnost vyvoje embryi az do stadia blastocysty. K tomuto ucelu byly oocyty po
oplozeni metodou ICSI kultivovany po dobu max. jednoho tydne a pravidelné sledovany pod
binolupou. Inkubace po oplozeni v rdmci vSech experimenti probihala vzdy v 38,5°C a 5%

atmosfére CO,.

4.4.8 Inkubace s inhibitorem proteazomalniho komplexu MG132

4.4.8.1 Vliv MG 132 na dekondenzaci spermie a tvorbu prvojader

Oocyty byly po oplozeni rozd€leny na dve€ skupiny a inkubovany v médiu PZM3
prevrstveného parafinovym olejem ve Ctytfjamkové desticce. K jedné skupiné byl do média
pridan inhibitor MG132 v kone¢né koncentraci 10 pM. Obé tyto skupiny byly inkubovany po
dobu 18 hodin nebo 24 hodin po oplozeni. Po této dob¢ byla embrya i neoplozené oocyty

fixovany 4% formaldehydem a barveny pomoci DAPI.

4.4.8.2 Casny embryonalni vyvoj po odstranéni inhibitoru MG132

Oocyty, ve dvou skupinach, byly po oplozeni inkubovany po dobu 18-19 hodin. U
jedné byl do média pridan inhibitor MG132 (vysledna koncentrace 10uM). Po dané dob¢
byly oocyty/embrya obou skupin promyty tfikrat po S minutach v kapkach ¢istého PZM3.
Nasledné byly inkubovény dal$ich 48 hodin v 500pl PZM3 pod olejem. Uspésnost oplozeni a
pripadné vyvojové stadium oocytl bylo analyzovidno pod mikroskopem nebo pomoci
fluorescen¢niho znaceni DAPI po fixaci 4% formaldehydem. Skupiny hodnocené pod
klasickym mikroskopem byly ponechany v médiu a inkubovany celkové 7 dni po oplozeni.

Poté byly fixovany a barveny stejnym postupem vyse.

4.4.8.3 Odlozené pridani inhibitoru

Oocyty rozdélené do dvou skupin byly po oplozeni inkubovany 3 hodiny v oddélenych
jamkach v500 pl PZM3 pod olejem. Poté byl kjedné skupiné pridan inhibitor MG132
v kone¢né koncentraci 10pM. Oplozené oocyty byly nasledné¢ inkubovany dalSich 21 hodin a

poté fixovany 4% formaldehydem a barveny DAPI.
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449 IVF

V ramci klasického in vitro oplozeni byly pouzity oocyty ziskané aspira¢ni metodou.
Spermie vPBS/PVA o znamé koncentraci byly narfedény do média mTBM(IVF) na
koncentraci 5x10°/ml. Do dvou jamek na éty¥jamkové desticce bylo pridano po 500pl této
suspenze spermii a desticka byla vloZena do inkubatoru na 20 minut (kapacitace spermii).
Do jedné ze dvou jamek byl pridan inhibitor MG132 o vysledné koncentraci 10 pM.
Nasledovala inkubace dalSich 10 minut. Maturované oocyty zbavené kumularnich bunck
byly rozdéleny do dvou skupin a pridany ke kapacitovanym spermiim. Oplozeni pomoci
koinkubace pohlavnich bun€k bylo umoznéno po dobu 4 hodin. Poté byly oocyty
mechanicky zbaveny spermii navazanych na vnéjsi strané ZP. OCiSténé oocyty byly
preneseny do 500 pl PZM3 prevrstvenych olejem ve zbylych dvou jamkach ctyfjamkové
desticky. Oocyty byly pireneseny do inkubatoru na 12 hodin. Poté byly fixovany
formaldehydem a barveny DAPI.

4.4.10 Samovolny partenogeneticky vyvoj

Po maturaci a ociSténi byly oocyty preneseny rovnou do 500 pl média PZM3
prevrstveného olejem a inkubovany po dobu 4 dnd. Behem této doby byl pravidelné

pozorovan jejich vzhled.

4.4.11 Fixace abarveni

4.4.11.1 Fixace roztokem formaldehydu
Oocyty i embrya byly fixovany pomoci 4% roztoku formaldehydu. Roztok o objemu
500 pM byl napipetovan do Etyrjamkové desticky a poté pomoci sklenéné kapilary byly do

roztoku preneseny oocyty/embrya. Fixace probihala pres noc pti pokojové teplot¢.

4.4.11.2 Montovani do médias DAPI

Fixované oocyty/embrya byly nejprve zbaveny veSkerého formaldehydu pomoci
proplachnuti 3x po 5 minutach vkapkach PBS. Po tomto kroku byly oocyty/embrya
preneseny v minimalnim mnozstvi PBS do 4 pl montovaciho média s DAPI na podloznim

skli¢ku a uzavreny krycim sklickem.

4.4.11.3 Vizualizace extracelularniho Ub na spermiich

Kryci sklicko bylo v jamce Ctyriadvacetijamkové desticky piekryto 150 pl roztoku poly-L-
lysinu a inkubovano po dobu 30 minut na plotynce ohi4até na 38°C. Poté bylo 2x oplachnuto

TK H,O. Prebytecna voda byla odsata. Na takto potazena sklicka bylo napipetovano 250 pl
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suspenze spermii o koncentraci 1x10’/ml v PBS. Po 15 minutach inkubace bylo skli¢ko
oplachnuto 2x PBS a preneseno do fixaze tvorené 400 pl 4%formaldehydu na dobu 30
minut. Po fixaci bylo skli¢ko 3x oplachnuto PBS. Nasledovalo 25 minut blokovaniv 300 pl
5% NGS. Inkubace blokovanych spermii s primarni protilatkou proti Ub redénou 1:100

v 1% NGS probihala 1 hodinu. Nasledoval 3x 5 minut oplach 1% NGS, inkubace se
sekundarni protilatkou fedénou 1:250 po dobu 1 hodiny a op€t 3x S minut oplach v 1%
NGS. Kryci skli¢ko bylo poté umisténo na podlozni sklicko, stranou s prichycenymi

spermiemi dold, s 5 pl montovaciho média s DAPI.
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5 Vysledky

5.1 Ustanoveni metody ICSI v nové laboratori

Po dlouhodobém zaptijéeni mikroskopu s mikromanipulatorem z Ceské zemédélské
univerzity bylo nutné nejdiive ustanovit tuto techniku v podminkéch laboratore na katedre

Bunééné a vyvojové biologie PrF UK.

5.1.1 Maturace oocytii

Tento krok nepredstavoval vnasem pripad€ velky problém a bylo dosazeno velmi

dobré irovn€ maturace.

Vyhodnoceni uspé$nosti maturace bylo provadéno pod binolupou pomoci sledovani
vylouceni 1. pélového téliska (1.PB). Doba maturace pred vyhodnocenim se pohybovala
mezi 44 az 46 hodinami, coz odpovida ¢asu, ve kterém se zacina provadét ICSI. Z celkového

poctu 941 izolovanych a selektovanych oocytd 89,9% dosahlo stadia metafaze II.

Obrazek 4: Embryo ve stadiu blastocysty. Méritko 20 pm.
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5.1.2 Vyvojpo ICSI

Pred vlastnim provedenim ICSI byly oocyty selektovany. Selekce probihala na
zaklad¢ subjektivniho vyhodnoceni morfologie oocytu v ramci skupiny oocytt ve stadiu MII.
Byla pozorovana struktura a rozloZeni cytoplazmy voocytu. Pri zjiSténi odchylek od
standardni morfologie byl oocyt z pokusu vyrazen. Pro vSechny pokusy byly pouZity pouze
oocyty ze skupin, kde UspéSnost maturace byla lepsi nez 80%. Do takto vybranych oocyti
byla injikovana spermie a nasledn€ byly kultivovany. Vyhodnoceni probihalo prabézné
béhem celého vyvoje pod svételnym mikroskopem a po ukonceni kultivace pomoci

fluorescenéniho mikroskopu (Obrazek 4).

Vtabulce (Tabulka 1) jsou uvedena stadia, ve kterych se embrya nachazela do 48
hodinach a po 7 dnech od oplozeni. Pro vyhodnoceni bylo sledovano 100 oocytli/embryi ve

stadiu po 48 hodinach a 63 ve stadiu po 7 dnech (pocet opakovani 10 a 6).

Tabulka 1: Pocet embryi v jednotlivych stadiich ¢asného vyvoje po uvedené dobé¢ inkubace.
Udaje v zavorkach vyjadiuji celkovou procentudlni éetnost daného stadia. Posledni sloupec

tvori fragmentovana embrya.

bez vyvoje 2-b. 4-b. 8-b. morula blastocysta  fragment.
48 hodin 28 (27%) 20 (20%) 41 (41%) 11 (11%) 0 0 0
7 dni 4 (6%) 12 (19%) 6 (10%) 11 (17%) 10 (16%) 10 (16%) 10 (16%)

5.1.2.1 Partenogeneticky vyvoj

U oocytdi maturovanych do stadia MII muize dochazet i k samovolné
partenogenetické aktivaci. V tomto pripad¢ se oocyt zacne délit a jeho vyvoj miize dospét az
do stadia, které se podoba embryu ve stadiu blastocysty (Krylov et al. 2005). Ve vétSiné
pripadi potiebuje oocyt pro zahajeni partenogeneze aktivacni signal, v in vitro podminkach
se nejCastéji pouziva elektricky pulz, ale dochazi i samovolné aktivaci. Samovolné
aktivované oocyty poté mohou zkreslovat vysledky oplozeni. Metoda ICSI muze aktivaci

oocytti napomahat penetraci oolemy a injekei média s obsahem Ca*".

U maturovanych oocyti ve stadiu MII byla definovdna cetnost této samovolné
aktivace pomoci kultivace za stejnych podminek, jaké mely oplozené oocyty po ICSI. Ve 12%

pripadd bylo po 24 hodinach této kultivace pozorovano rozdéleni oocytu do stadia
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zaménitelného s oplozenym oocytem. Tento vysledek nebyl statisticky ovérovan z diivodu

malého souboru dat a doplnkového charakteru experimentu.

5.1.2.2 Casové rozlozeni metody ICSI

Oplozeni metodou ICSI se nejcastéji provadi mezi 44-46 hodinou od zahajeni
maturace. Sledovanim délky maturace v prib€hu vSech pokust bylo mozné analyzovat, zda
jeji doba ma vliv na uspésnost oplozeni. Uspé&$nost oplozeni byla v tomto piipadé uréovana
detekci prvojader nebo rozdélenim embrya vramci jednotlivych experimentt. Do tohoto

vyhodnoceni nebyly zahrnuty oocyty inkubované po ICSI v médiu s inhibitorem MG132.

Uspésnosti oplozeni v zavislosti na délce maturace byla vynesena do grafu (Graf 1).
ProloZena primka linearni regrese byla analyzovana pomoci linearniho modelu programem
R (pouzita verze 2.6.0, http://www.r-project.org). Mira signifikance pro tuto pfimku je
p=0,3017.
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Graf 1: Uspésnost oplozeni oocytu v zavislosti na délce maturace pred oplozenim. Hodnoty

jsou primery uspe€snosti v jednotlivych opakovanich.

5.2 Vlivinhibitoru MG132 na ¢asny embryonalni vyvoj

5.2.1 Ovérenifunkcnosti inhibitoru

Potvrzeni inhibice UPS pomoci inhibitoru MG132 bylo provedeno pomoci oplozeni

metodou IVF. U této metody je velmi dobre zdokumentovan ucinek této inhibice
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(Zimmerman et al. 2011). Spermie v pritomnosti inhibitoru nejsou schopné penetrovat ZP a

uspésnost oplozeni je nulova.

Vysledky provedenych experimenti metodou IVF byly v naprosté shod¢ s vysledky
jinych laboratofi. K oplozeni touto metodou nedoslo u Zadného z ndmi zkoumanych oocyta.
Paralelné byla metoda IVF provadéna soocyty vmédiu bez inhibitoru, kde uspéSnost

oplozeni byla 40%.

5.2.2 Rozpoznani spermie oocytem po ICSI

Rozpoznani spermie oocytem a jeho aktivace po oplozeni bylo sledovano ve dvou
paralelnich skupinach oplozenych oocyti, s inhibitorem MG132 a bez inhibitoru. Sam¢i i
samici prvojadro je v in vivo podminkach vytvoreno 16-18hodin po oplozeni. Oocyty byly po
oplozeni inkubovany po 18 hodin nebo 24 hodin, poté byly fixovany a barveny. V obou
skupinach byl vyhodnocen pocet embryi, kde jiz doSlo k prokazatelnému rozpoznani a
dekondenzaci spermie. U skupiny s inhibitorem se spermie mohly nachdzet i ve stadiu
casteCné nebo Casné dekondenzace, kdy byla pozorovatelna zména morfologie hlavicky

spermie (Obrazek 5).

Obrazek 5: Porovnani intaktni spermie a spermie v ¢asné dekondenzaci, kde je

patrné zvétSeni hlavi¢ky spermie. Méfitko 10 pm.

Primérné hodnoty zobou skupin jsou vyneseny do grafu (Graf 2). Pro tento
experiment bylo vyhodnoceno 155 oocytli/embryi ve skupiné fixované po 18 hodinach (v
ramci 9 opakovani) a 161 oocytl/embryi fixovanych po 24 hodinach (také v ramci 9
opakovani). Uspé$nosti rozpoznani byly velmi podobné. Skupiny vyhodnocované po 18
hodinach vykazovaly rozpoznanou spermii v 65% pripadi pri inkubaci bez inhibitoru a v

63% pripadd u kultivace s MG132. Pri fixaci po 24 hodinach byla rozpoznana spermie
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pozorovanav 72% pripadi ve skupinach bez pridaného inhibitoru a v 65% pripadi u skupin

s MG132. Vysledky byly statisticky vyvhodnoceny pomoci Studentova t-testu.
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Graf 2: Primérna dspé$nost rozpoznani spermie a zahajeni dekondenzace
vyhodnocena u skupin fixovanych po 18 a 24 hodinach (n=9). Po dané doby
byly paralelné inkubovany skupiny bez inhibitoru a s MG132. Hodnoty jsou
uvedeny £SD.

5.2.3 Tvorba prvojader a vyvoj embrya

Dal$im kritickym bodem v zahajeni vyvoje embrya je tvorba prvojader. Vyhodnoceni
poctu prvojader a pripadnych pozdéjsich stadii vyvoje bylo provedeno ze stejnych skupin

oplozenych oocytt jako rozpoznani spermie.

V grafu (Graf 3) jsou znazornény rozdily pramérti ispéSnosti tvorby prvojader a
pokrodilejSich vyvojovych stadii u obou skupin. Tvorba prvojadra nebo ryhovani embrya
bylo u skupin bez inhibitoru pozorovano primeérné v 58% pripadt po 18 hodinach av 71%
pripadli po 24 hodinach. U skupin s MG 132 doSlo k tvorbé prvojader pramérné v 17%
pripadd po 18 hodinach a v 9% pripadli po 24 hodinach. Signifikance rozdilu byla ovéiena

Studentovym t-testem.
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Graf 3: Primérna Uspédnost formovani prvojader po dané dobé kultivace u
skupin inkubovanych s MG132 a bez néj. Hodnoty jsou uvedeny +SD.
Signifikance rozdila u paralelnich skupin p<0,001.

5.2.4 Casny embryonalni vyvoj po zruseni inhibice UPS
Vliv inkubace oocytli s MG132 na jejich dalsi vyvoj byl sledovan diky reverzibilité

vazby tohoto inhibitoru. Po jeho odmyti byla vyhodnocovéna ¢etnost ryhovani embryi po 48
hodinach a byla zaznamendna vyvojova stadia embryi 7 dnt po oplozeni. Vysledky jsou opét
vyneseny do grafu (Graf 4). V tomto experimentu bylo vyhodnoceno 105 oocyti/embryi
(ramci 5 opakovani) pro stadium po 48 hodinach po oplozeni a 69 (v ramci 3 opakovani) pro
stadium 7 dni po oplozeni. Po 48 hodinach bylo uspésné oplozeni pozorovano prameérné v
56% pripadt, ve skupinach bez inkubace s inhibitorem a primérné v 51% pripada ve
skupiné kultivované s MG132 pocatecnich 18 hodin. V dob€ 7 dni po oplozeni byly
vyhodnocovany embrya, kterd se nachazela ve stadiu moruly a blastocysty. Tato stadia byla
pozorovana pramérné v 16% pripadt, u skupin inkubovanych po celou dobu bez inhibitoru.
Skupiny inkubované poc¢ate¢nich 18 hodin s MG132 vykazovaly tato stadia ve 26% pripadu.
Pro rozdily skupin byla odvozena hodnota p na zaklad¢ Studentova t-testu. V pfipadé skupin
vyhodnocovanych po 7 dnech bylo p=0,099
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Graf 4: Primé&rna aspésnost oplozeni po 48 hodinach a Cetnost pozorovani
stadia moruly a blastocysty po 7 dnech od oplozeni. V obou casech byly
hodnoceny skupiny inkubované prvnich 18 hodin bez inhibitoru a skupiny
inkubované tuto dobu s MG132. Hodnoty jsou uvedeny =SD, signifikance pro
rozdil skupin v dob¢ po 7 dnech p=0,099.

5.2.5 Odlozené pridani inhibitoru

Do soucasné doby byl zkouméan vliv inhibitord UPS na ¢asny embryonalni vyvoj
pouze po oplozeni metodou IVF (napiiklad Sutovsky et al. 2004b, Shin et al. 2010).
Z dtvodu neschopnosti spermie penetrovat ZP pfi inhibici UPS, byl dany inhibitor pridavan
do média az pozdgji.

Tyto podminky byly napodobeny pfidanim MG132 do média s kultivovanymi oocyty
az 3 hodiny po oplozeni. Pfi tomto pokusu nebyly zjiStény zZadné rozdily vrozpoznani
spermie a tvorbé prvojader v porovnani s kontrolni skupinou. Statistické vyhodnoceni

nebylo provedeno z diivodu malého souboru dat.
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6 Diskuze

Oplozeni metodou ICSI je pomérn€ narocné a vyzaduje jak nakladné pristrojové
vybaveni laboratore, tak velmi dobrou znalost této techniky. U prasete je navic uspéSnost
této metody velmi nizka. Modifikace ICSI pomoci piezo aktuatoru prinesla jista zlepSeni,
stale v8ak je podil kvalitnich embryi pomérné maly (shrnuto Garcia-Rosello et al. 2009).
Cela rada studii provadénych na praseti ma za cil moznou extrapolaci vysledki na ¢loveka.
Na druhou stranu uspés$nost oplozeni pomoci ICSI nedosahuje zdaleka takovych hodnot,
jako je tomu v klinické praxi. Nizka uspéSnost a heterogenita vysledkt déla vyzkum znacné
komplikovany. Oproti napfiklad mySimu modelu je problémem i ziskdvani materialu, jelikoZ
prevoz vajecnikll, na delsi vzdalenosti zjatek do laboratofe, vnasi do experimentd dalsi
proménné, které mohou vysledky ovliviiovat. Navic kvalita vajecnikd, ze kterych jsou
ziskavany oocyty pro experimenty, je zavisla na celé radé faktorti pred a béhem porazky
zvifat. Tyto aspekty vedou krozdilnym ndzorim na strukturu jednotlivych pracovnich
postupu. Témér v kazdé laboratofti jsou pak tyto postupy provadény jinak nebo s pozornosti

soustfed€nou na ruzné kroky.

6.1 Zavedeni metody ICSI

V ramci hledani vhodnych podminek pro metodu ICSI jsme vnové laboratofi
vychazeli hlavné z osvéd¢eného modelu, ktery dlouhou dobu funguje ve Vyzkumném astavu
Zivocisné vyroby (VUZV, v.v.i). Maturace oocytli, ktera je prvnim predpokladem pro
uspésné oplozeni, prinesla velmi dobré vysledky s tim, Ze po 43-46 hodinach maturace se

89,9% oocyti nachazelo ve stadiu MII.

Uspésnost oplozeni a ¢asného embryonélniho vyvoje dosahovala hodnot
srovnatelnych sjinymi laboratoremi (shrnuto Garcia-Rosello et al. 2009). Vysledky této
diplomové prace vykazuji uspé€Sné oplozeni u 67,9% embryi. Z pohledu casného
embryondalniho vyvoje do stadia blastocysty se literarni tdaje pohybuji mezi 10-38% (Kim et
al. 1998, shrnuto Garcia-Rosello et al. 2009). V ramci této prace bylo dosazeno uspéSnosti
17%, coz je hodnota jen 0 3% nizsi oproti zavedené laboratofi VUZV. Tento rozdil méze byt
zplisobeno del§im prevozem oocytd, které nejdiive putuji do VUZV, v.v.i a poté do nové

laboratore. Nezanedbatelny vliv ma samoziejmé i lidsky faktor v ramci vlastniho ICSI.

Casové rozlozeni provedeni ICSI v novych podminkéch je ¢aste¢né variabilni v délce
maturace oocytu pied oplozenim. Odchylky od idealniho Casu jsou zplsobeny hlavné

piipravou mikromanipulatoru a oocytd. Uspé$nosti oplozeni v§ak nevykazuii signifikantni
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zhorSeni pfti del§i dobé maturace a jejich kompetence pro oplozeni, béhem intervalu 44-46

hodin, zistava konstantni.

6.2 Vlivinhibitoru MG132

Vzhledem k tomu, Ze funk¢ni proteazomalni komplex je nezbytny pro prunik spermie
pres ZP (Sawada et al. 2002, Sutovsky et al. 2004b), je metoda ICSI jedinou moZnou cestou
jak zkoumat disledky jeho inhibice v tésné navaznosti na oplozeni. Tento problém je mozné
obejit pouzitim oocytd s odstran€énou ZP, ale tento zplsob vyrazné meéné odpovida
fyziologickym podminkdm a embrya potrebuji velmi specifické podminky pro dalsi vyvoj
(Lagutina et al. 2006).

Mozné souvislost mezi mirou ubiquitinace spermie a jejiho rozpoznani oocytarnim
UPS nebyla doposud zkoumana. Dosavadni vyzkum byl koncipovan hlavné z pohledu
sledovani interakce mezi UPS spermie a ubiquitinem znacenych ZPP (shrnuto Sutovsky
2011). Vyzkumy, které se zabyvaly mnozstvim extracelularniho Ub na spermii jakozto
markerem jeji kvality (Sutovsky et al. 2004a), byly vZdy porovnavany sjinymi metodami
charakterizace spermii. Na zakladé téchto studii byla objevena negativni korelace mezi
mirou znaceni spermii extracelularnim Ub a jejich kvalitou, hodnocenou uspésnosti
oplozeni. Neni vSak jisté, jestli je toto znaceni rozpoznavano oocytem. Pomoci
ubiquitinového znaceni dochézi k rozpoznavani a degradaci spermii i pfi jejich maturaci
v epididymis (shrnuto Jones 2004). Role extracelularniho Ub neseného na povrchu spermie

neni v oocytu zatim objasnéna.

Experimenty v této diplomové praci vychazely z hypotézy, Ze dochazi k interakci UPS
oocytu s Ub znafenymi proteiny vmembrané spermie, z pohledu rozpoznani mén¢
kvalitnich spermii a jejich nasledné degradace. Tento selektivni oocytarni mechanismus by
se napriiklad také mohl podilet na sezonnich rozdilech v aspéSnosti oplozeni u nékterych
zvirat (Ciereszko et al. 2000).

Vliv inhibitoru MG132 byl nejprve zkouman u embryi 18 hodin po oplozeni, kdy by
meéla byt vytvorena prvojadra. U experimentd jiné laboratore, kde bylo oplozeni provedeno
metodu IVF, nebyl zjistén zadny vliv inhibitoru MG132 na dekondenzaci spermie a na
formovani prvojader u prasecich embryi (Sun et al. 2004). Experimenty provedené metodou
ICSI vramci této diplomové prace vSak vykazovaly po 18 hodinach zformované prvojadro

jenv 17% pripadu. V kontrolni skupiné byl tento pocet vice nez trojnasobny (58%).

Vliv inhibitord UPS na oocyty a ¢asny embryonalni vyvoj zpusobuje také zpomaleni
maturace oocytu i d€ji nasledujicich po jeho oplozeni (Sutovsky et al. 2003, Ono et al.

2011). Ztohoto ddvodu byla inkubace embryi pied fixaci prodlouzena na 24 hodin.
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Vysledek byl velmi podobny a formovani prvojader bylo pozorovano pouze v 9% pripadq,

oproti 71% u kontrolni skupiny.

Spermie ve skupinach sinhibitorem MG132 vSak vykazovaly morfologické zmény
hlavicky. Pro tento stav byl zaveden termin cCasna dekondenzace. Definovani casné
dekondenzace spermie bylo odvozeno zpublikaci (napriklad Nakai et al. 2006) i
z pozorovani jednotlivych stadii dekondenzace pfi polyspermnim oplozeni (nezverejnéna
data), kde byly jednotlivé rozdily diky mnoha spermiim v rlznych fazich dekondenzace

snadno porovnatelné.

Na zakladé téchto morfologickych zmén bylo vyhodnoceno tUspés$né rozpoznani
spermie a zahajeni dekondenzace. Vysledky uspéSnosti dosazeni tohoto stadia jasn€ ukazuji,
ze UPS mé na tento krok pomérné¢ maly efekt. Vobou vyhodnocovanych Casech sice
vykazuje mirné€ zhorSené hodnoty, ale tento rozdil miZe byt zcela ndhodny, coZ naznacuje i
p-hodnota vypoctena na zaklad¢ Studentova t-testu (p=0,83). Spermie je tedy oocytem
rozpoznana a dojde k zahajeni jeji dekondenzace nezavisle na pritomnosti ¢i nepritomnosti
inhibitoru MG132.

Provedeni metody IVF se oproti ICSI lisi pfedev§im nutnosti pridat inhibitor UPS az
po oplozeni, kvili penetraci ZP. Oplozeni probiha po dobu nékolika hodin a mnoho oocytu
muze byt oplozeno jiz zpoc¢atku koinkubace se spermiemi. Tyto podminky byly simulovany
experimentem s odloZenym pridanim inhibitoru. Vysledky formovani prvojader nebo déleni
embryi byly vtomto pripad¢ velmi podobné pfi kultivaci v médiu s inhibitorem MG132 i bez

néj, coz odpovida diive publikovanym vysledktim (Sun et al. 2004).

To ukazuje na esencidlni roli UPS béhem prvnich nékolika hodin po oplozeni. Jednou
z hlavnich funkci by mohla byt degradace cyklinu B, ktery jako sou¢ast MPF (maturation
promoting factor) reguluje uvolnéni z 2. meiotického bloku. Ptipady, kdy i pfi inkubaci
sMG132 doslo ktvorbé prvojader, je mozné vysvétlit dobou stravenou v manipulac¢nim
médiu. Oplozeni vSech oocytli metodou ICSI mize trvat az 120 minut. Je tedy mozné, Ze ¢ast
embryi, oplozenych v uvodu, se stacila dostat pres bod, pro ktery je UPS nezbytny, pred

jejich prenosem do kultivaéniho média s MG132.

Dal$im experimentem bylo ovéieno zlepSeni ¢asného embryonalniho vyvoje diky
inhibici UPS, které by odpovidalo hypotéze o existenci selekéniho mechanismu oocytu
zavislém na mife ubiquitinace. Rozdil v ¢asném vyvoji po 48 hodinach inkubace byl u
skupiny s pridanym inhibitorem velmi maly. Signifikance rozdilu odpovida p-hodnot¢ 0,32 a
tento vysledek tudiz nelze brat za smérodatny. Oproti tomu pfi vyhodnoceni vyvojovych
stadii embryi 7 dni po oplozeni bylo jiz znatelné zlepSeni Cetnosti pokrocilych vyvojovych

stadii 0 13%, s mirou signifikance p=0,099. Hodnota signifikance je sice vy$si neZ bézné
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uZzivana kritickd hodnota 0,05, ale vzhledem k heterogenité vysledkd, které ICSI u prasete
poskytuje, neni rozhodné zanedbatelna. Toto zlepSeni by mohlo podporovat hypotézu, ze k
interakci Ub spermie a UPS oocytu opravdu dochazi a to specificky v dobé béhem
dekondenzace spermie. Cilem dalSich experimentli bude dalsi zpresnéni téchto vysledki na

vétSim souboru embryi.

Otazkou zUstava vliv tohoto postupu na pripadny dalsi vyvoj embrya a
zZivotaschopnost plodu. ZlepSenim c¢asného vyvoje po oplozeni, obejitim pripadného
selekéniho mechanismu oocytu, mize byt umoznén vyvoj i embryim vzniklych z méné
kvalitnich spermii. Negativni aspekty tohoto postupu se tak mohou objevit az v pozdéjSich
stadiich vyvoje. Na druhou stranu tento postup mize prinést zlepSeni do experiment, které
s implantaci embryi do d€lohy neoperuji. Studium role UPS béhem prvnich hodin po
oplozeni navic doposud neni pfili§ prostudovano a vyzkum zaméfeny timto smérem muize

prinést fadu zajimavych vysledkd.
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aveéry

Byla ustanovena metoda ICSI v prostorach nové laboratore PrF UK.
Vysledky této techniky jsou z pohledu tspésnosti ve vSech krocich
srovnatelné se zavedenymi laboratofemi.

Byl prokazan minimalni vliv pfitomnosti inhibitoru MG132 v médiu na
rozpoznani spermie oocytem a zahajeni dekondenzace. Negativni vliv
inhibitoru byl vS§ak jasné patrny pfi sledovani uspéSnosti tvorby prvojader.
Pro tento efekt je klicové pridani inhibitoru bezprostfedné€ po vneseni
spermie do oocytu.

Bylo pozorovano zlepSeni casného embryonalniho vyvoje do stadia
blastocysty. Toto zlepSeni vykazovaly oocyty inkubované 18 hodin po ICSI
s inhibitorem MG132, ktery byl nasledné odmyt.

Tyto vysledky neprimo indikuji moznou existenci selekéniho mechanismu
oocytu, ktery je zalozen na funkci 26S proteazomu a je schopen rozpoznavat
amoznd i degradovat spermii v zavislosti na mire jeji extracelularni

ubiquitinace.
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