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Abstrakt

Ubiquitin-proteazomalni systém, jehoz hlavni funkci je degradace proteind v buiice, se G¢astni
také selekce spermii v epididymis. Defektni spermie jsou zde extracelularné ubiquitinovany
a nasledné¢ degradovany, ptficemz mira povrchové ubiquitinace spermii negativné koreluje
s jejich kvalitou. Vzhledem Kk tomu, Ze v ejakulatu savct jsou piitomné povrchoveé
ubiquitinované spermie, které nejspi§ unikly selekei, nabizi se hypotéza, zda oocyt
nerozpoznava takto oznacené spermie po oplozeni (pravdépodobné pies 26S proteazomalni
komplex) a nezptsobuje jejich poskozeni ¢i degradaci, coz by ve svém disledku mélo vést
k omezeni, ¢i uplnému zastaveni vyvoje potencionaln¢ defektniho embrya. Tato prace fesi vliv
povrchové ubiquitinace spermii na ¢asny embryonalni vyvoj u prasete domaciho (Sus scrofa f.
domestica) s vyuzitim metody intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI). Uspé&snost
embryonalniho vyvoje do stadia blastocysty po ICSI byla srovnatelna s jinymi laboratofemi.
V rdmci této prace nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v tvorbé prvojader mezi oocyty
oplozenymi spermiemi s nizkou nebo vysokou mirou povrchové ubiquitinace. Naopak
signifikantné¢ lepSi vyvoj embryi do stadia blastocysty byl prokazan u oocytii oplozenych
spermiemi s nizkou mirou povrchové ubiquitinace (17 %) oproti oocytiim oplozenych vysoce
povrchové ubiquitinovanymi spermiemi (5 %). Dale byl prokazan signifikantné lep$i vyvoj
do stadia blastocysty u oocytli oplozenych spermiemi s maskovanym epitopem povrchového
ubiquitinu pomoci protilatky (19 %) Vv porovnani s kontrolni skupinou, kde byly pouzity
spermie bez navazané protilatky (10 %). Vysledky z obou experimenti ukazuji na aktivni
rozpoznani povrchového ubiquitinu spermii oocytem, s nejvétsi pravdépodobnosti 26S
proteazomalnim komplexem, majici za nasledek zhorSeny ¢asny embryonalni vyvoj. Ubiquitin
by tedy nemusel slouzit pouze jako marker kvality spermii, ale mohl by hrat roli i pti rozpoznani

nekvalitnich spermii oocytem po oplozeni.
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Abstract

The ubiquitin-proteasomal system which is the major pathway for intracellular protein
degradation is also involved in sperm quality control in the mammalian epididymis. Defective
sperm become surface-ubiquitinated during epididymal passage. The level of sperm surface
ubiquitination negatively correlates with their quality. Hypothetically it is possible that after
fertilization, highly ubiquitinated sperm, naturally present in mammalian ejaculates, would be
actively recognized by oocyte (probably via 26S proteasomal complex). Subsequent partial or
total sperm degradation should negatively affect the development of the potentially defective
embryo. In this study, we examined the effect of sperm ubiquitination on the early embryonic
development in pig (Sus scrofa f. domestica) using the method of intracytoplasmic sperm
injection (ICSI). In vitro embryonic development to the blastocyst stage after ICSI was
comparable with other laboratories. In this study, no significant difference was observed in the
formation of pronuclei between oocytes fertilized by lower and highly ubiquitinated sperm
cells. On the other hand, significantly better embryonic development to the blastocyst stage was
observed in oocytes fertilized by sperm with lower surface ubiquitination (17 %) compared
with oocytes fertilized by highly ubiquitinated sperm cells (5 %). In addition, we observed
significantly better embryonic development to the blastocyst stage in the group of oocytes that
were fertilized by sperm cells with masked ubiquitin epitope, using appropriate antibody (19 %)
compared with the control group (10 %) without antibody treatment. These results suggest the
active recognition of the sperm surface ubiquitin by the oocyte (probably via 26S proteasomal
complex) leading to the impaired embryonic development in pig. It is possible that ubiquitin
doesn’t serve only as marker of sperm quality but also plays a role in the recognition of low-

quality sperm cells by oocyte after fertilization.
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1. Seznam zKkratek

1.PB
AR
ATP
BME
BSA
cAMP
CASA
Chl
CD9
c-Jun
cGMP
DAPI
DNA
El

E2

E3

E4

EGA
EGFR

ERAD

FACS

FITC
FSH
GPBoS
GFP
GJ

GV

prvni pélové télisko (1. polar body)

akrozomalni reakce

adenosintrifosfat

Eaglovo médium (Basal Medium Eagle)

albumin z bovinniho séra (bovine serum albumin)

cyklicky adenosinmonofosfat

pocitatova analyza spermatu (computer-assisted sperm analysis)
Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene, ubiquitin ligaza
cluster of differentiation, protein na oolemé¢ dilezity pro fuzi gamet
transkripéni faktor

cyklicky guanosinmonofosfat

4'.6-diamidino-2-phenylindole

deoxyribonukleova kyselina

aktivacni enzym

konjugaéni enzym

ubiquitin ligaza

ubiquitina¢ni faktor, ktery se miize podilet na tvorb¢
polyubiquitinovych fetézct

aktivace embryonalniho genomu (embryonic genome activation)
receptor pro epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor
receptor)

degradacni  draha asociovana s endoplazmatickym  retikulem
(endoplasmic reticulum associated degradation)

ttidéni bun€k na zadklad¢ fluorescence (fluorescence-activated cell
sorting)

fluorescein isokyanat

folikuly stimulujici hormon

ristové proteiny bovinniho séra (growth proteins from bovine serum)
zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein)

mezerové spoje (gap junctions)

germinalni vacek (germinal vesicle)
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HrvC70
ICSI

IVF

Itch
IZUMO 1
K

LH

MlIlI
M199
Mdm2
MEM
MG115, MG132
MPF
mTBM
mtDNA
NGS

p53
p1OARF
PAWP

PBS
PEST

PKA
PLCY
PVA
PVP
PZM3
RING
RNA
Rpn
SDS
Smad7

receptor pro vazbu spermie na vitelinni membrané sumek
intracytoplazmaticka injekce spermie (intracytoplasmic sperm
injection)

in vitro oplozeni (in vitro fertilization)

itchy homolog, ubiquitin ligaza

protein na membrang spermie dulezity pro fuzi gamet

lysin

luteiniza¢ni hormon

metafaze druhého meiotického déleni

médium pro maturaci prasecich oocytil

murine double minute 2, ubiquitin ligaza

minimalni esencialni médium (Minimum Essential Medium)
inhibitory proteazomalniho komplexu

maturaci podporujici faktor (maturation promoting factor)
modifikované Tris médium (modified Tris-buffered medium)
mitochondrialni DNA

normalni kozi sérum (normal goat serum)

nadorovy supresor

nadorovy supresor

post-acrosomal sheat WW domain-binding protein, aktiva¢ni faktor
spermie

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

peptidova sekvence bohata na prolin, glutamovou kyselinu, serin a
threonin

protein kindza A

fosfolipaza C-C

polyvinylalkohol

polyvinylpyrrolidon

porcine zygote medium 3, médium pro kultivaci prase¢ich oocytt
really interesting new gene, skupina ubiquitin ligaz

ribonukleova kyselina

regulatory particle non-ATPase, regulacni podjednotky 19S proteazomu
dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

mothers against decapentaplegic homolog 7, antagonista
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SOAFs
SPACA 6

SUTI

TGF-B

Ub

UBA

UbL

UPS

yd>

ZP1-ZP4

ZPA, ZPB, ZPC

TGF- B signalizace

aktivaéni faktory spermie (Sperm oocyte-activating factors)
sperm acrosome membrane-associated protein 6, protein spermie
ucastnici se flze gamet

metoda imunofluorescen¢niho znaceni extracelularniho ubiquitinu
spermii (sperm-ubiquitin tag immunoassay)

transformujici rustovy faktor B (transforming growth factor [5)
ubiquitin

asociované s ubiquitinem (ubiquitin-associated)

podobné ubiquitinu (ubiquitin-like)

ubiquitin-proteazomalni systém

zona pellucida

nazvy glykoproteinil zony pellucidy

nazvy glykoproteinii zony pellucidy u prasete
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2. Uvod

Ubiquitin je maly vSudypfitomny protein nachazejici se ve vSech eukaryotickych
bunkach, kde hraje roli v regulaci fady bunéénych procesi. Jeho hlavni funkci je znaceni
proteinti ur¢enych k degradaci v 26S proteazomu. Vyskyt ubiquitinu vSak neni omezen pouze
na intracelularni prostor, ale je pritomny i extracelularné. Extracelularni ubiquitinace je
pfedmétem mnoha vyzkumi a velky vyznam je ji piikladan v souvislosti s oplozenim.
Pti penetraci zony pellucidy je dulezity 26S proteazom spermie, ktery rozpoznava a degraduje
ubiquitinované proteiny zony pellucidy (Zimmerman et al., 2011). Extracelularni vazba
ubiquitinu na spermiich miize slouzit jako negativni marker jejich kvality (Sutovsky et al.,
2001a). Pravé povrchovy ubiquitin spermii by mohl hrat roli i pfi rozpoznani nekvalitnich

spermii oocytem po oplozeni a regulovat tak uspéSnost oplozeni a Casny embryonalni vyvoj.

Vhodnym modelem pro vyzkum oplozeni je prase domaci (Sus scrofa f. domestica).
To vykazuje v mnoha ohledech morfologickou a fyziologickou podobnost s ¢lovékem

a umoznuje tak ¢astecné extrapolovat ziskané poznatky pro pouziti v huméanni medicing.

Z divodu castého vyskytu polyspermniho oplozeni pii in vitro oplozeni je u prasete
vhodné pouzit metodu intracytoplazmatické injekce spermie (shrnuto Kren et al., 2003).
Ta spociva Vv injekci jediné spermie do ooplazmy, je manualné velmi naro¢na a vyzaduje
dlouhodobou praxi. Vyhodou této metody je moznost oplozeni oocytu spermiemi, které by pii
klasickém in vitro oplozeni neuspély. V ramci studia vlivu povrchové ubiquitinace spermii byly
V této préaci pouzity metody (tfidéni spermii metodou FACS, imunofluorescencni barveni),
které vedou k poskozeni spermii a neumoznuji tak pouzit klasické in vitro oplozeni. V tomto

ptipadé je oplozeni metodou intracytoplazmatické injekce vhodnym feSenim.
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3. Literarni prehled

3.1 Ubiquitin-proteazomalni systém

Pro spravné fungovani vSech eukaryotickych bunék je nezbytny ubiquitin-
proteazomalni systém (UPS). Ubiquitin-proteazomalni draha je velmi konzervovana a vede
predev$im k proteolytické degradaci intracelularnich proteinit v 26S proteazomu nebo
lysozomu. Kromé degradace proteint, hraje ubiquitinace dulezitou roli i v regulaci mnoha

bunéénych procest.

3.1.1 Ubiquitin

Ubiquitin (Ub) je maly globularni protein s hydrofobnim jadrem (Vijay-Kumar et al.,
1985), ktery se nachazi v cytoplazmé vSech eukaryotickych buné€k a v né€kterych piipadech se

muize vyskytovat 1 extracelularné.

Ubiquitin je velky 8.5KDa a je tvofeny 76 aminokyselinovymi zbytky. Jeho
aminokyselinovd sekvence je evolu¢né velmi konzervovana. V sekvenci se nachazi sedm
lysinovych zbytka (K6, K11, K27, K29, K33, K48 a K63; Obrazek 1), ptes které se mohou
vazat jednotlivé molekuly Ub a tvofit tak polyubiquitinové fetézce. Pres stejné
aminokyselinové zbytky jsou molekuly Ub pfipojeny na substrat v procesu ubiquitinace. Jde
0 reverzibilni kovalentni vazbu mezi C-koncovym glycinem molekuly Ub a postrannim
fetézcem lysinového zbytku na dalsim Ub nebo substratu. Diky riznym variantdm propojeni
Ub mohou vzniknout strukturné odlisné polyubiquitinové fetézce. Ty mohou byt homotypické
(pokud se molekuly Ub vietézci vazou pies stejny lysinovy zbytek), heterotypické
(v polyubiquitinovém fetézci jsou jednotlivé Ub vazany pres ruzné lysinové zbytky) nebo
vétvené. Substrat vSak muize byt oznafen i navdzanim pouze jedné molekuly Ub. Praveé

specificka struktura Ub fetézcl ndsledné definuje osud substratu, na ktery jsou navazany

(shrnuto Komander, 2009).

Intracelularni proteiny uréené k degradaci v 26S proteazomu jsou vétSinou oznaceny
polyubiquitinovym fetézcem o minimalni délce étyt molekul (Thrower et al., 2000), kde jsou
jednotlivé Ub ptevazné vazany pies K48 (Chau et al., 1989; Gregori et al., 1990). V mensi miie
mohou byt polyubiquitinové fetézce propojeny pies K11, jako je tomu u regulatorti bunééného

cyklu béhem mit6zy. Dale pak membranové proteiny smérované k degradaci v lysozomu jsou
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bud’” monoubiquitinovany, nebo je na n¢ pfipojen polyubiquitinovy fetézec s vazbou Ub pies

K63 (shrnuto Komander & Rape, 2012).

Obrazek 1: Struktura ubiquitinu. Lysinové zbytky (K6, K11, K27, K29, K33, K48 a K63) jsou vyznaceny
(pfevzato a upraveno Komander, 2009).

Proces ubiquitinace je dulezity v regulaci celé fady bunétnych déja. Piikladem je
ubiquitinace a nasledna degradace specifickych cyklinti v jednotlivych fazich bunééného cyklu
(Glotzer et al., 1991) nebo ovliviiovani zivotnosti transkripénich faktoru (Kornitzer et al.,
1994).

Ub hraje vyznamnou roli i v procesech, které nevedou k proteolytické degradaci
proteinii. Reguluje lokalizaci proteinti v buiice, je dilezity pfi aktivaci nékterych signalnich
drah, podili se na transkripci a také na opravé poskozené DNA. Ub se muze vazat
na ribozomalni proteiny, coz vede ke stabilizaci polyzomi a zvySeni efektivity translace
(shrnuto Komander & Rape, 2012). Ubiquitinace je také jednou z posttransla¢nich modifikaci
histont. Ub se mliZe vazat ve formé monomeru na histony H2A a H2B a regulovat tak genovou
expresi. Vazba Ub na histon H2A hraje roli také pifi opravach DNA (shrnuto Weake &
Workman, 2008). Ve varlatech dokonce dochazi k ubiquitinaci histonu H3 v ,.elongating*
spermatidach (Chen et al., 1998).

15



3.1.2 Vazba Ub na substrat

Ub je na substrat navazan v kaskadé tii reakci. V prvnim kroku je molekula Ub
aktivovdina pomoci aktivatnitho enzymu (E1). Vtéto reakci je nutnd energie
z adenosintrifosfatu (ATP), diky které se mize aktivovany Ub vazat svym C-koncem na cystein
E1 pomoci thiolesterové vazby. V nésledujicim kroku je aktivovany Ub pfenesen na konjugacni
enzym (E2) za vzniku vysokoenergetického intermediatu. V poslednim kroku ubiquitin ligaza
(E3) katalyzuje ptenos aktivovaného Ub z E2 na substrat nebo predchozi molekulu Ub
V polyubiquitinovém fetézci. Ub je na substrat vétSinou vazan izopeptidovou vazbou, kterd
vznika mezi a-karboxylovou skupinou glycinu na C-konci ubiquitinu a e-amino skupinou
postranniho fetézce lysinu na cilovém proteinu (shrnuto Hershko & Ciechanover, 1998). Neni
to ale pravidlem, nebot’ v nékterych pfipadech je Ub pfipojen na volnou N-koncovou a-amino

skupinu proteinu (Breitschopf et al., 1998; Aviel et al., 2000).

Na tvorbé¢ polyubiquitinovych fetézct se mize podilet i ubiquitina¢ni faktor E4 . Pokud
ma byt substrat oznaCen polyubiquitinovym fetézcem, vétSinou je nejdiiv navazana jedna
molekula Ub a postupné jsou piidavany dal$i. Pokud se tvorby polyubiquitinového fetézce
ucastni E4, polyubiquitinovy fetézec je na substrat pfenesen v jednom kroku (Koegl et al.,
1999).

3.1.3 Rozpoznani proteinii uréenych k degradaci

Je n¢kolik zpiisobt, jak mize byt substrat urceny k degradaci rozpoznan a nasledné
ubiquitinovan. Proteiny, které maji na svém N-konci destabilizujici aminokyselinové zbytky,
jsou ubiquitinovany a nasledné degradovany (shrnuto Varshavsky, 2011). Bylo také zjisténo,
Ze proteiny obsahujici jednu nebo vice tzv. PEST sekvenci, jsou smérovany k rychlé degradaci
a maji vétSinou kratky polocas zivota (Rogers et al., 1986). Tato sekvence je bohata
na aminokyseliny prolin, kyselinu glutamovou, serin a threonin a je ¢asto obklopena pozitivné

nabitymi aminokyselinovymi zbytky (Rogers et al., 1986).

Jak jiz bylo zminéno, Spatné sbalené a poSkozené proteiny jsou také degradovany
prostiednictvim UPS. Pokud neni protein dobfe sbaleny, mtize dojit k odhaleni hydrofobnich
usektll, které se za normalnich okolnosti nachazeji v jadie proteinu. Hydrofobni useky poté
mohou byt rozpoznany E3 ligazou. Bylo zjisténo, ze 12-15 % vSech nascentnich proteinil
Vv bunice je ubiquitinovdno kotranslacngé, tedy jest¢ pied dokonCenim syntézy celého

polypeptidu. Ub se tak podili na kontrole spravnosti slozeni proteini (Wang et al., 2013).
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Destrukéni boxy u cyklint patii také mezi motivy, které jsou rozpoznavané E3 ligazou.
Jednd se o konzervovanou sekvenci deviti aminokyselin, ktera se nachazi 40-50

aminokyselinovych zbytkti od N-konce (Glotzer et al., 1991).

3.1.4 Regulace UPS

Jelikoz E3 ligaza zajistuje specifické rozpoznani substrati v bunce, je patrné, ze
regulace UPS probiha ptedevsim na urovni tohoto enzymu. Funkce E3 se da ovlivnit nékolika
zpusoby. Mezi hlavni patii posttranslacni modifikace E3 ligazy nebo substratu a ovlivnéni
¢innosti enzymu vazbou jiného proteinu. Tyto regulace vétSinou vedou k aktivaci nebo inhibici

E3, ale mohou ovlivnit také rozpoznani cilového proteinu.

Jednim ze zplisobii regulace UPS je fosforylace E3 ligazy. Tato posttranslacni
modifikace miize vést k aktivaci nebo inhibici tohoto enzymu. Napiiklad E3 ligaza Itch mize
byt fosforylaci urcitych aminokyselinovych zbytku (serin, threonin) aktivovana (Gallagher et
al., 2006) a naopak fosforylaci jinych zbytka (tyrosin) mize byt jeji ¢innost inhibovana (Yang
et al., 2006). Piipadem pozitivni regulace je fosforylace cyklozomu, ktera vede k jeho aktivaci

a nasledné degradaci mitotickych cyklinu a dalSich proteind (Lahav-Baratz et al., 1995).

Fosforylovan mtize byt 1 samotny substrat, pficemz muize jit o pozitivni, ale i negativni
ovlivnéni UPS. Fosforylace substratu ¢asto vede Kk tvorbé vazebného mista pro E3. Piikladem
muze byt fosforylace receptoru EGFR, ktera vede k vazbé E3 ligdzy Cbl, jeji nasledné
fosforylaci a ligaci Ub. Degradace EGFR je zde regulovéna fosforylaci substratu i E3
(Levkowitz et al., 1999). Naopak fosforylace nékterych substratii miize branit jejich rozpoznani
a vazb¢ E3 ligazou a nasledné proteolytické degradaci, jako je tomu v ptipad¢ transkripcniho

faktoru c-Jun (Gao et al., 2006).

Jak jiz bylo zminéno, ¢innost E3 ligazy miize byt ovlivnéna i interakci s jinymi proteiny.
Prikladem mtize byt regulace TGF-f signalizace ubiquitinaci a naslednou degradaci TGF-f3
receptoru. Adaptorovy protein Smad7 véaze nejen TGF-f receptor, ale 1 E3 ligazu a E2. Diky
ptiblizeni E2 k E3 ligaze mize dojit k jeji aktivaci a pfeneseni Ub na receptor (shrnuto 1zzi &
Attisano, 2004; Ogunjimi et al., 2005).

Pomocny protein miiZze naopak branit degradaci substratu. Tumor supresorovy protein
p53 je ubiquitinovan pomoci ligizy Mdm?2 a nésledné degradovan. Nicméné po vazbé proteinu

p19°RF na ligazu dochézi k inhibici jeji aktivity a p53 je stabilizovan (Honda & Yasuda, 1999).
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Dalsi moznosti regulace UPS je ovliviiovani mnozstvi samotnych E3 ligdz v buiice. E3
ligazy mohou byt oznaceny ubiquitinaci i autoubiquitinaci a nasledné smérovany k degradaci
Vv proteazomu. Existuji ale i vyjimky, kdy E3 vyzaduje pro svoji funkci pravé ubiquitinaci.
Ptikladem miize byt autoubiquitinace E3 ligazy RINGI1B, kterd je nutna pro jeji aktivitu
a nasledné ptipojeni Ub k substratu, konkrétné k histonu H2A (Ben-Saadon et al., 2006).

3.1.5 Deubiquitina¢ni enzymy

Pro spravné fungovani UPS je dulezity také proces deubiquitinace, pfi kterém dochazi
k odstranéni molekul Ub z proteinii. K tomu jsou zapotiebi deubiquitinaéni enzymy. Ub je
ze substrati odstraiiovan pied vlastni degradaci proteinti v 26S proteazomu. V tomto procesu
hraje dileZitou roli Rpnll podjednotka s deubiquitina¢ni aktivitou, kterd je soucasti 19S
partikule proteazomu (Verma et al., 2002; Yao & Cohen, 2002). Molekuly Ub jsou timto

zpusobem recyklovany a mohou byt dale pouzity.

3.1.6 26S proteazom

Degradace proteinii 0znacenych Ub probiha pfedevsim v 26S proteazomu. Existuji ale
i proteiny, na které neni navazan Ub, a pfesto jsou v proteazomu degradovany (Murakami et
al., 1992). 26S proteazomalni komplex je tvoien 20S jadrem s katalytickou funkcia dvéma 19S

regula¢nimi podjednotkami, které se nachazi na obou koncich 20S partikule.

3.1.6.1 20S proteazom

K vlastni proteolyze substratu dochdzi ve 20S proteazomu, multikatalytické protedze
soudkovitého tvaru. Jadro 20S proteazomu se sklada ze Ctyt prstenct, které lezi na sob¢ a tvofi
tak por. Kazdy prstenec obsahuje sedm podjednotek, pficemz dva vnéj$i prstence jsou tvofeny
o podjednotkami (al-a7) a slouzi pfedevsim k vazbé 19S regulacnich partikuli a stabilizaci
vnitinich prstencii tvofenych B podjednotkami (B1-B7). Vnéjsi prstence a spoleéné s 19S
regula¢nimi partikulemi také reguluji vstup do péru proteazomu a to pomoci N- koncovych

zbytkid na a podjednotkach (Groll et al., 1997; Groll et al., 2000).

Vnitini prstence § se Gcastni proteolytického Sté€peni proteinli na malé peptidy, které
jsou nasledn¢ uvolnény do cytoplazmy. V eukaryotickém proteazomu jsou proteolyticky

aktivni podjednotky 1, B2 a 5 a to diky N-koncovému threoninu, ktery se pfi hydrolyze chova
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jako nukleofil. Tato mista vykazuji proteolytickou aktivitu podobnou trypsinu, chymotrypsinu
a kaspazam (shrnuto Tanaka, 2009).

3.1.6.2 19S proteazom

Proteazomalni komplex je regulovan pomoci 19S regula¢nich podjednotek, které jsou
vétSinou asociovany s o podjednotkami obou vnéjsich prstenct 20S proteazomu. V nekterych
piipadech se 20S proteazom muze vyskytovat i samostatné, bez regulacnich podjednotek
(Wiggins et al., 2011). 19S regulacni partikule se podili pfedev§im na specifické vazbé
substratu, jeho rozbaleni a odstranéni polyubiquitinového ftetézce pired vstupem

do katalytického jadra 20S proteazomu.

Soucasti 19S proteazomu jsou mista, ktera jsou schopna vazat ubiquitinované proteiny
uréené k degradaci. Jedna se o podjednotky Rpnl0/S5a a Rpnl3 (Deveraux et al., 1994;
Husnjak et al., 2008). Vazba je umoznéna diky hydrofobnim interakcim mezi molekulami Ub
a témito podjednotkami (Young et al., 1998; Schreiner et al., 2008). N¢kdy nedochazi k piimé
vazbé substratu s proteazomem, ale interakce je zprostiedkovana pies kyvadlové prenasece. Ty
vazou polyubiquitinovany substrat pies UBA (ubiquitin-associated) doménu a naslednou vazbu

na proteazom zajistuje UbL (ubiquitin-like) doména (shrnuto Su & Lau, 2009).

19S proteazom obsahuje i1 Sest podjednotek vykazujicich ATPazovou aktivitu. Ty se

podileji hlavné na rozbalovani proteint (shrnuto Ciechanover & Stanhill, 2014).

3.2  Extracelularni ubiquitinace

Funkce ubiquitinu v bufice je jiz dobfe prozkoumana, nicméné vyznam extracelularni
ubiquitinace neni doposud zcela popsan. Extracelularni Ub mize hrat roli v modulaci
imunitnich odpovédi (shrnuto Majetschak, 2011), ale je dulezity také v procesech souvisejicich
s oplozenim. U spermii slouzi extracelularni Ub jako negativni marker jejich kvality (Sutovsky
et al., 2001a), pfi oplozeni 26S proteazom spermie rozpoznava a degraduje ubiquitinované
proteiny zony pellucidy (ZP) (Zimmerman et al., 2011). Extracelularni Ub se vyskytuje v hojné
mife v seminalni tekuting a jeho pfitomnost byla zaznamenana i v dalsich t€lnich tekutinach

(mozkomis$ni mok, bronchoalveolarni a folikularni tekutina) (shrnuto Majetschak, 2011).
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3.2.1 Extracelularni ubiquitinace spermii v nadvarleti

3.2.1.1 Maturace spermii

Tvorba saméich pohlavnich bunék, které se mohou tspeésné ucastnit oplozeni, zahrnuje
nékolik dilezitych déji. Ve varlatech nejdifive vznikaji haploidni spermatidy v procesu
spermatogeneze, které nasledné podstupuji fadu morfologickych zmén v pribéhu
spermiogeneze. Vysledkem jsou spermie, které jsou morfologicky téméf hotové, ale stale
neschopné oplodnit oocyt. Dalsim dilezitym krokem je proto jejich maturace b&éhem
prichodu nadvarletem (epididymis), kde spermie ziskaji potfebnou motilitu a schopnost
oplodnit oocyt (to je dale posileno kapacitaci v sami¢im pohlavnim traktu). Epididymis také

slouzi ke skladovani zralych spermii pied ejakulaci a jejich udrzovani v Zivotaschopném stavu.

Epididymis je organ spojujici varlata s chdmovodem a sklad4 se obecné ze tii ¢asti-
caput (hlava), corpus (t€lo) a cauda (ocas). Proximalné se nachazi caput, ktery se spolecné
s ¢asti corpus podili na maturacnich procesech spermii, zatimco cauda pokracujici
Vv chamovod, hraje dualezitou roli pfi skladovani zralych spermii pied ejakulaci. Zmény
souvisejici s maturaci spermii jsou fizeny prosttedim v epididymis, kdy v jeho jednotlivych
castech dochazi k sekreci riiznych proteint diky odlisné genové expresi. Pravé rozdilné slozeni
epididymalni tekutiny v individualnich kompartmentech epididymis ovliviiuje posloupnost
zmén v ramci maturace spermii (shrnuto Cornwall, 2009). Bylo zjisténo, Ze caput se svou
genovou expresi li§i od ¢asti corpus a cauda, jejichz transkriptomy jsou naopak velmi podobné

(Thimon et al., 2007; Browne et al., 2016).

Proces maturace spermii v epididymis zahrnuje zmény v morfologii, biochemii
i fyziologii spermii. Dochazi ke zméné morfologie akrozomu a také k organizaci komponent
Vv akrozomalni matrix. Jadro je stabilizovano pomoci disulfidickych mistka stejn€ jako nékteré
struktury v bic¢iku spermie a méni se také slozeni plazmatické membrany (shrnuto Bedford,
2015). Mnohé proteiny spermii jsou odstrafiovany nebo vyménény za nové, syntetizované
Vv epididymis. U mysi bylo zji§téno, Ze pii prichodu spermii epididymis je odstranéno 1034
proteint, zatimco pouze 732 proteind je nové pfidanych (Skerget et al., 2015).

Proteiny jsou do lumen epididymis sekretovany klasicky merokrinni cestou pies
endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat nebo apokrinné. Apokrinni cesta je alternativni
sekretoricka draha, kterd spociva ve tvorb€ a ndsledném uvolnéni apikalnich vackl (apical

blebs) z apikalni strany sekretorickych bunék epitelu epididymis (Obrazek 2). Soucasti téchto
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struktur jsou malé membranové vacky epididymosomy, které jsou ndsledné uvolnény
do extracelularniho prostiedi, kde mohou fiizovat s membranou spermie. Epididymosomy se
tak mohou podilet na ptenosu proteinii na povrch spermie béhem jejich prichodu nadvarletem
(shrnuto Sullivan, 2015). Bylo zjisténo, ze u prasete zacina tvorba apikalnich vackt béhem

puberty a nasledné se linearné zvysuje az do pohlavni dospélosti (Hughes & Berger, 2015).

Prostfednictvim epididymosomi je do lumen epididymis sekretovan Ub a dalsi

komponenty UPS (Baska et al., 2008).

\\Y'l
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Obrazek 2: Schematické zndzornéni apokrinni sekrece v epididymis. V detailu je mikrofotografie
z elektronového mikroskopu, na které jsou patrné epididymosomy. AB-,,Apical blebs*, EP-epididymosomy, ILC-
intraluminalni prostor epididymis, MV-mikrovilli (ptevzato Sullivan et al. 2007).

3.2.1.2 Kontrola kvality spermii

Pro Gspésné oplozeni je nezbytné, aby byly gamety od samice i samce plné funkéni.
U samci miize dochazet k tvorbé spermii, které jsou néjakym zpisobem poskozené nebo
vykazuji abnormdlni morfologii. Bylo zjisténo, Ze b&hem prichodu epididymis klesa
procentualni obsah defektnich spermii (Axner et al., 1999; Sutovsky et al., 2001a), coz
nasvéd¢uje jejich rozpoznani a eliminaci. Mozny mechanismus zajistujici kontrolu kvality
spermii v epididymis byl navrzen Sutovskym et al. (2001a), ktery predpoklada, ze zde dochazi
k extracelularni ubiquitinaci defektnich spermii. Ty jsou nasledné¢ odstranény pomoci
fagocytozy epitelialnimi butikami nadvarlete a makrofagy nebo mize alternativné dojit k jejich
rozpadu a naslednému zkapalnéni (shrnuto Sutovsky 2003a; shrnuto Axner, 2006). Nékteré

poskozené spermie mohou tomuto elimina¢nimu mechanismu uniknout a mohou se dostat
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do ejakulatu (Sutovsky et al., 2001a). Pfesny mechanismus rozpoznani a zna¢eni abnormalnich

nebo defektnich spermii v epididymis neni doposud zcela znam.

Bylo prokazano, ze mira extracelularni ubiquitinace spermii ve vzorku negativné
koreluje s jejich kvalitou (koncentrace, motilita, normalni morfologie) a naopak pozitivné
koreluje s poskozenim spermii, napt. DNA zlomy (Sutovsky et al., 2002; Sutovsky et al.,
2004a; Hodjat et al., 2008). V téchto studiich bylo také zjisténo, Ze extracelularné
ubiquitinované spermie ¢asto vykazovaly abnormalni morfologii jako zdvojeny nebo stoceny
(coiled) bi¢ik a abnormalni nebo zdvojenou hlavicku. Ryhovani po in vitro oplozeni (IVF;
in vitro fertilization) také negativné koreluje se zvySenou mirou povrchové ubiquitinace spermii

ve vzorku (Sutovsky et al., 2001b).

Ze ziskanych poznatkl vyplyva, Ze extracelularni ubiquitin miZe slouZit jako marker
kvality spermii. Metoda SUTI (sperm-ubiquitin tag immunoassay) mutze byt hodnotnym
nastrojem pii vyhodnocovani kvality spermatu u lidi, ale i hospodaiskych zvitat (Sutovsky
et al., 2001b; Sutovsky et al., 2002). Tento ptistup spociva ve vizualizaci extracelularniho Ub
pomoci specifické protilatky a ndsledném vyhodnoceni pod fluorescenénim mikroskopem nebo

za pouziti pratokového cytometru (Sutovsky et al., 2001b).

Hodnoceni kvality spermatu se provadi pievazné analyzou pod mikroskopem nebo
pristrojové pomoci CASA (computer-assisted sperm analysis). Pomoci téchto metod je mozné
zjistit zakladni parametry, jako jsou koncentrace, motilita nebo morfologie, nicméné tyto udaje
nemusi vypovidat o skutecné schopnosti spermii oplodnit oocyt. Na druhé strané¢ analyza
spermatu pomoci SUTI (nebo pouzitim jinych negativnich biomarkerti) mize odhalit i defekty
spermii na molekularni trovni, nehledé na to, jestli se tato poskozeni projevi na fenotypu
(morfologie, motilita) spermie. Hodnoceni kvality spermatu pomoci markert kvality spermii je
pak znaéné zjednoduSeno a automatizovano pouzitim pritokového cytometru (shrnuto

Sutovsky et al., 2015).

Pro praxi je také zajimava moZnost pouziti kovovych nanoc¢éstic obsahujicich na svém
povrchu protilatky proti ubiquitinu, které se nasledné vaZou na ubiquitinované spermie. Pomoci
magnetu lze poté ze vzorku (napf. inseminacni davka) odstranit kovové nanopartikule
s navazanymi defektnimi spermiemi a zlepsit tak jeho vyslednou kvalitu (Sutovsky & Kennedy,
2013).

MozZnost pouziti Ub jako negativniho markeru pfi hodnoceni kvality spermii n¢které

studie zamitaji. Napiiklad Varum et al. (2007) ukazali, ze lze najit morfologicky defektni
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spermie, které nejsou extracelularné znaceny ubiquitinaci. V jiné studii bylo zjisténo, ze mira
povrchové ubiquitinace pozitivn¢ koreluje s kvalitou spermii, konkrétné s koncentraci,
motilitou a normalni morfologii (Muratori et al., 2005). V této publikaci poukazuji na to, ze
negativni korelace mezi mirou ubiquitinace a kvalitou spermatu mize byt zptsobena jinymi
komponentami, nez jsou spermie, konkrétné ubiquitinovanymi télisky. Eskandari-Shahraki
et al. (2013) sice prokazali nepiimou umérnost mezi zna¢enim spermii Ub a jejich koncentraci,
nicméné¢ zaznamenali pozitivni korelaci mezi intenzitou ubiquitinace a vyvojem embryi
po intracytoplazmatické injekci spermie (ICSI). Tento jev vysvétlili pomoci teorie
hypoubiquitinace. Ta ptedpoklada, Ze pokud v epididymis probiha fadna ubiquitinace, tak je
vétSina defektnich spermii fagocytovana a do ejakulatu se dostane pouze malé mnoZstvi
ubiquitinovanych spermii. Naopak pokud v epididymis dochazi k hypoubiquitinaci
(nedostatecné ubiquitinaci), ktera neni dostateCnym spoustécem pro eliminaci poskozenych
spermii, v ejakuldtu se nachazi vice ubiquitinovanych spermii. I pfesto, ze tyto spermie
nevykazuji vysokou miru povrchové ubiquitinace, mohou mit niz§i schopnost podstoupit
kapacitaci a oplozeni oproti spermiim, které byly fadné ubiquitinovany a nasledné unikly

degrada¢nimu mechanismu v epididymis (Eskandari-Shahraki et al., 2013).

3.3 Oplozeni

Pti oplozeni dochézi k fizi sam¢i a sami¢i gamety. Vysledkem je vznik nového jedince,
jehoz genom je odvozeny od obou rodict. Pribeéh oplozeni se 1isi mezi jednotlivymi druhy
zivoc¢ichi, nicméné zahrnuje nékolik déja, které jsou spole¢né. Prvnim krokem je kontakt gamet
a jejich vzajemné rozpoznani, vétSinou druhové specifické. Nasleduje prinik spermie
do oocytu, coz je vysoce regulovany proces. Je nutné zajistit, aby do oocytu pronikla pouze
jedna spermie, jejiZ jadro splyne s tim sami¢im za vzniku zygoty. Spermie piinasi do oocytu
také centriolu, kterd pii monospermnim oplozeni tvoti bipolarni délici vieténko. To je dilezité
pro spravné rozdéleni chromozomil do dvou bunék. Existuji proto mechanismy, které brani
vstupu vice spermii, tzv. polyspermnimu oplozeni, které je neslucitelné s dalSim vyvojem

embrya.

3.3.1 Maturace oocytu

vvvvv

Vv pribéhu celého reprodukéniho obdobi samice. Nicméné pouze malé mnoZzstvi oocytil je

ovulovano. Naopak vétSina oocytii podstoupi proces bunécné smrti, ktery se oznacuje jako
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atrezie. Zatimco u spermie je béhem spermiogeneze vét§ina cytoplazmy odstranéna, oocyt musi
poskytnout veskery material pro budouci vyvoj embrya. V prubéhu maturace oocytu tak

dochazi k akumulaci mnoha zasobnich latek.

Prvni meiotické déleni u samicich gamet zacind jiz béhem fetdlniho vyvoje. AvSak
Vv profazi prvniho meiotického déleni dochazi k zastaveni dalSiho déleni a oocyty se ocitaji
Vv tzv. prvnim meiotickém bloku. Tento blok je zpisoben udrzovanim nizké aktivity MPF
(maturation promoting factor) a oocyty v tomto stavu mohou setrvavat i po dobu n¢kolika
desitek let. Oocyty v profazi I se nazyvaji primarni a obsahuji velké jadro, tvz. germinalni vac¢ek
(GV), ve kterém chromozomy zlstavaji v dekondenzovaném stavu. Ve fyziologickém prostiedi
zaCind znovuzahdjeni meidzy u jednotlivych oocyti diky zvySené hladiné luteinizacniho
hormonu (LH) pted ovulaci. V in vitro podminkach je k tomu zapotiebi mechanické uvolnéni
oocytu z folikulii a jejich nasledna kultivace ve vhodném médiu. Znovuzahajeni meidzy je
charakteristické rozpadem GV a kondenzaci chromozomii. U vétSiny savci meidza pokracuje
az do metafaze druhého meiotického deleni (MII), kde dochazi k druhému meiotickému bloku.
Oocyty ve stadiu MII se nazyvaji sekundarni a je u nich jiz patrné vyloucené 1. polové télisko
(1. PB). Oocyty setrvavaji ve fazi MII az do doby oplozeni (shrnuto Adhikari & Liu, 2014).
Po oplozeni dojde k vyloueni 2. poélového téliska. Maturaci oocytt u vétSiny savct popisuje

Obrazek 3.

Maturace oocytu

A

Obrazek 3: Schematické znazornéni maturace oocytll u vétsiny savcl. Oocyty jsou znazornény Sed¢, rizovou
barvou je oznacena DNA a zelenou barvou mikrotubuly (A) Primarni oocyt se zndzornénym germinalnim vackem
(GV). (B) Znovuzahéjeni meidzy a rozpad GV. (C) Tvorba d€liciho vieténka. (D) Sekundarni oocyt s vyloucenym
prvnim pélovym téliskem. V této fazi nastava druhy meioticky blok, ktery pretrvava az do oplozeni. (E) Samici
a samdéi prvojadro a znazornéna dvé vyloucena polova téliska (pievzato a upraveno Verlhac & Terret, 2016).
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3.3.2 Kapacitace spermii

Spermie nejsou schopné oplodnit oocyt ihned po ejakulaci a je potieba, aby podstoupily
fadu biochemickych a biofyzikalnich zmén. U savcl se tento proces nazyva kapacitace
a odehrava se v sami¢im pohlavnim traktu. Kapacitované spermie jsou schopné vazat se na ZP
a podstoupit akrozomalni reakci (AR). Proces kapacitace 1ze pouzitim vhodného média navodit

I v in vitro podminkach.

Jednim z hlavnich procesi, ke kterému dochazi ptfi kapacitaci, je zména slozZeni
membrany. Protein albumin vyskytujici se v sami¢im pohlavnim traktu napoméahé odstranéni
cholesterolu z membrany spermii. To zptisobuje vétsi fluiditu a umoznuje tak rychlejsi lateralni
pohyb integralnich proteini. Mezi dalsi slozky nachézejici se ve zvySené koncentraci vV sami¢im
pohlavnim traktu patfi bikarbonat (HCO®) a Ca?*. Influx bikarbonatu zahajuje signalizadni
kaskadu, ktera vede k aktivaci skramblazy, enzymu zodpovédného za translokaci fosfolipidi
mezi vnéjSim a vnitfnim listem membrany. PoruSeni asymetrie vnéjSiho a vnitfniho listu
membrany spermie usnadnuje uvolnéni cholesterolu z membrany. Z povrchu spermie jsou také
odstranény dekapacitaéni faktory, jeZz byly na spermii navazany b&hem procesu maturace
v epididymis a brani kapacitaci (shrnuto Reid et al., 2011). Diky influxu bikarbonatu a Ca 2*
dojde ke zvyseni intracelularni koncentrace téchto iontd, coz vede K aktivaci adenylatcyklazy
a produkci cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Tento druhy posel aktivuje cAMP
dependentni protein kindzu A (PKA), ktera fosforyluje tyrozinové kinazy. Fosforylace
nékterych proteint ve spermii pomoci téchto kindz je nezbytnd pro proces kapacitace.
Piikladem mize byt fosforylace proteini bi¢iku podilejici se na hyperaktivaci spermie (shrnuto
Abou-haila & Tulsiani, 2009).

3.3.3 Kumularni buiky

Kapacitované spermie musi b&hem putovani k oocytu piekonat bariéru ve formeé
kumulérnich bunck. Jednd se o granuldézni bunkky obalujici v nékolika vrstvach oocyt
Vv antralnim folikulu i po ovulaci. Vrstva kumularnich bungk, které t&sné€ ptiléhaji k oocytu, se
nazyva corona radiata. Tyto buriky jsou s oocytem propojeny pomoci mezibunécnych spoj,
tzv. gap junctions (GJ), umoziujicich komunikaci mezi oocytem a kumularnimi buiikami.
Kumularni bunky se podili na udrzeni oocytu v 1. meiotickém bloku a zaroven reguluji
znovuzahajeni meidzy. To je umoznéno pomoci prenosu cAMP a cyklického

guanosinmonofosfitu (¢cGMP) z kumularnich buné¢k do oocytu ptes GJ. Do oocytu se touto
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cestou dostavaji i dalsi latky produkované kumularnimi bunkami. Mezi né patii ionty,

nukleotidy, aminokyseliny nebo sacharidy (shrnuto Russell et al., 2016).

Dalsi funkci kumularnich bunék je produkce progesteronu, ktery pusobi jako
chemoatraktant pro spermie (Oren-Benaroya et al., 2008). Progesteron aktivuje pH-
dependentni vapnikové kanaly CatSper na spermii, coz zpusobi influx Ca?" hrajici roli

v procesech chemotaxe i hyperaktivace (Lishko et al., 2011; Striinker et al., 2011).

Béhem maturace oocytli dochdzi k expanzi kumularnich bunék diky produkci
extracelularni matrix, pievazné kyseliny hyaluronové. Vin vitro podminkach je syntéza
kyseliny hyaluronové stimulovana pomoci folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) (Eppig,
1979).

3.3.4 Zona pellucida

Oocyty jsou obklopeny extracelularnim obalem sloZzenym z glykoproteint, ktery se
nazyva vitelinni membrana a u savci zona pellucida. Kromé toho, Ze tento obal chrani oocyt
pied mechanickym posSkozenim, zajistuje také fadu jinych funkci. Mezi né patii druhové
specifické rozpoznadni spermie a jeji vazba, indukce akrozomalni exocytdzy a ochrana proti
polyspermnimu oplozeni. ZP brani pfed¢asnému uhnizdéni embrya ve vejcovodech a zaroven

ho chrani do doby, nez doputuje do dé¢lohy.

ZP je az na vyjimky tvofena hlavné tfemi glykoproteiny. Pojmenovani jednotlivych
glykoproteinii se li§i u riiznych savct. U mysi, modelového organismu v oblasti vyzkumu zony
pellucidy, se jedna o ZP1, ZP2 a ZP3. U lidskych oocyti se glykoproteiny nazyvaji ZP1, ZP2,
ZP3 a ZP4. Co se tyCe prasete, modelového organismu v ramci této prace, je oznaceni ponékud
komplikované. V mnoha publikacich miizeme nalézt nazvy ZPA, ZPB a ZPC, ale je mozné
pouzit také pojmenovani ZP2 pro ZPA, ZP4 pro ZPB a ZP3 pro ZPC. ZP1 mtze byt zaroven
alternativnim nazvem pro ZP2/ZPA (shrnuto Goudet et al., 2008).

U mysi vytvaii heterodimery glykoproteinti ZP2 a ZP3 dlouha filamenta, kterd jsou
propojena pomoci dimert ZP1 (shrnuto Green, 1997). V piipadé prasete jsou filamenta tvofena
heterodimery ZPB a ZPC, zatimco glykoprotein ZPA slouzi k jejich propojeni (Yurewicz et al.,
1998). Primarnim vazebnym receptorem pro spermii je u myS$i ZP3, u prasat se jedna

0 hererokomplex ZPB-ZPC (Bleil & Wassarman, 1980; Yurewicz et al., 1998).
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Syntéza a sekrece proteind ZP se 1i§i mezi jednotlivymi Zivo¢iSnymi druhy. Zatimco
U mysi jsou tvofeny pouze oocytem, u prasete dochdzi k jejich syntéze jak oocytem, tak

kumularnimi bunikami obklopujicimi oocyt (shrnuto Zimmerman et al., 2011).

3.3.5 Priinik spermie pired zonu pellucidu

Aby mohlo dojit k samotné fizi gamet, je zapotiebi, aby spermie nejdiive pronikla pies
ZP oocytu. Ktomu je nutné, aby U spermie probchla akrozomalni reakce (AR), né¢kdy
oznacovand jako akrozomalni exocytoza. I ptes to, Ze je penetrace ZP intenzivné zkoumana uz

nékolik desitek let, pfesny mechanismus neni znam.

Austin a Bishop v roce 1958 popsali teorii enzymatického Stépeni proteini ZP pomoci
enzymu obsazeného v akrozomu spermie, ktery nazvali lyzin (Austin & Bishop, 1958). U savci
se dlouhou dobu ptedpokladalo, ze hlavnim enzymem $tépicim ZP je akrozin (shrnuto Mcrorie
& Williams, 1974). Nicméné bylo zjisténo, Ze samci mysi, ktetfi jsou homozygotni pro mutaci
v genu pro akrozin, jsou stale plodni (Baba et al.,, 1994). Akrozin tedy neni esencialni
pro penetraci ZP a oplozeni, avSak pfi pouziti takto mutovanych mysi bylo sledovano zpozdéni
Vv téchto procesech (Baba et al., 1994). V poslednich letech se mnozi nazory, ze by mohl funkci
digestivniho enzymu ZP plnit 26S proteazom spermie (Sutovsky et al., 2004b; Zimmerman
etal., 2011).

3.3.5.1 Akrozomalni reakce

Pti oplozeni jsou schopné penetrovat ZP pouze spermie, u kterych probéhla AR.
Ta spociva ve fuzi vnéj$i akrozomalni membrany S plazmatickou membranou. Tim je
umoznéno vyliti lytickych enzymi a dalsich sloZzek obsazenych v akrozomu a nezbytnych
pro proniknuti spermie ptes ZP. Aby spermie mohla podstoupit AR, musi nejdtive prob&hnout
kapacitace. Ptitomto procesu dochazi ke zménam v plazmatické membrané, které jsou dulezité

pro fizi membran a tim i akrozomalni exocytdzu (shrnuto Abou-haila & Tulsiani, 2009).

Podle prevladajiciho modelu vysvétlujiciho proces AR musi nejdiive dojit k vazbé
spermie na receptor ZP (ZP3 nebo ZPC). Diky této vazbé dochazi k aktivaci membranovych
receptort spermie a naslednému spusténi signalnich kaskad vedoucich ke zvySeni intracelularni
koncentrace Ca?* a ke zvyseni pH. Vysledkem je mimo jiné tvorba fiizogennich faktorti a také
depolymerace aktinu, ktery u kapacitovanych spermii tvofi bariéru mezi vnéj$i akrozomalni

membranou a plazmatickou membranou. Diky depolymeraci aktinu dojde K ptiblizeni obou
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membran, jejich splynuti pomoci fiizogennich faktorti a k naslednému vytvoreni hybridnich
vezikuli. To umozni uvolnéni obsahu akrozomu do extracelularniho prostoru (shrnuto Abou-
haila & Tulsiani, 2009).

Nicméné nové technologie umoziujici citlivéjsi detekci ukazuji, ze vétSina spermii
podstoupi AR jesté predtim, nez se vitbec navazou na ZP (Jin et al., 2011). V této studii byly
kapacitované spermie inkubovany s oocyty, u kterych nebyly odstranény kumularni buiky.
Pro tento experiment pouzili transgenni samce mysi, u jejichz spermii dochazelo k expresi GFP
(green fluorescent protein) v akrozomu. Hlavicka spermie vykazovala v oblasti akrozomu
zelenou fluorescenci v ptipadg, ze byl akrozom intaktni. Po AR jiz fluorescence nebyla patrna.
Jednotlivé spermie byly poté vyhodnoceny pomoci potizené¢ho videozdznamu. Pirekvapujicim
vysledkem bylo zjisténi, Ze vétSina spermii podstoupila AR jiz béhem priichodu kumularnimi
buiikami a tyto spermie byly navic ispésSné pii oplozeni. Naopak pouze malé mnoZzstvi spermii
bylo schopné oplodnit oocyt, pokud u nich AR prob€hla az po vazbé na ZP. AvSak

mechanismus a piesné misto, kde dochazi k aktivaci AR, neni zcela objasnén.

3.3.5.2 UPS a jeho role pri oplozeni

26S proteazom spermie je V poslednich letech povazovan za esencialni slozku
pii penetraci ZP (Sutovsky et al., 2004b; Zimmerman et al., 2011). Mechanismus pusobeni 26S
proteazomu V roli digestivniho enzymu spociva ve Stépeni proteinii ZP a nasledném umoznéni
pruniku spermie do oocytu. Pfedpokladem této hypotézy je extracelularni ubiquitinace proteinti

ZP a jejich nasledna degradace.

Bylo prokazano, ze u savéich oocyti dochazi k ubiquitinaci proteintit ZP (Sutovsky et
al., 2004b), konkrétné u praseéich oocytt jsou ubiquitinovany vSechny komponenty ZP, tedy
ZPA, ZPB i ZPC (Zimmerman et al., 2011). Vazba Ub byla zaznamenana i u proteind vitelinni
membrany vaji¢ek sumky a jezovky (Sawada et al., 2002; Yokota & Sawada, 2007).

K ubiquitinaci proteini extracelularniho obalu (ZP nebo vitelinni membrana) mize
dojit u rtznych Zivoc¢ichii v odliSnych fazich. Napiiklad u sumky jsou proteiny vitelinni
membrany ubiquitinovany az pii oplozeni, pfi¢emZ na ubiquitinaci se podili komponenty UPS
uvolnéné ze spermie (Sawada et al., 2002; Sakai, 2003). V tomto ptipadé je Ub pfipojen
na receptory pro vazbu spermii HrVC70 (homologem u savci je receptor pro vazbu spermie
ZP3), které jsou poté rozpoznany proteazomalnim komplexem spermie a degradovany (Sawada

et al.,, 2002). Naopak u jezovek a savci probihd extracelularni ubiquitinace proteini ZP
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a vitelinni membrany uz pted oplozenim, tedy béhem oogeneze (Sutovsky et al., 2004b; Yokota
& Sawada, 2007; Zimmerman et al., 2011). Je v8ak otazkou, jakym zplsobem jsou b&hem
oogeneze proteiny ZP znaCeny molekulami Ub. Prvni moznosti je, Zze jsou proteiny ZP
ubiquitinovany uz v Sekre¢ni draze. Za normalnich okolnosti funguje v endoplazmatickém
retikulu degradac¢ni draha (ERAD) ktera se podili na ubiquitinaci a ndsledné degradaci proteint,
které jsou napt. Spatné sbalené. Je ale mozné, Ze ubiquitinované proteiny ZP mohou degradaci
uniknout, jsou sekretovany a nasledné¢ lokalizovany do ZP. Dal$i moznosti je ubiquitinace
proteini ZP az po jejich zaClenéni do ZP. Tuto teorii podporuje pfitomnost volného Ub

ve folikularni tekutiné v pomérné vysoké koncentraci (Sshrnuto Zimmerman et al., 2011).

Funkce 26S proteazomu pti oplozeni byla zkoumana pomoci jeho inhibice pfi in vitro
oplozeni. Inhibitory proteazomalniho komplexu MG-132 a MG-115 efektivné blokuji penetraci
vitelinni membrany u jezovek (Yokota & Sawada, 2007). Stejny vysledek byl pozorovan
I v pfipadé savcl pii pouziti inhibitorit proteazomalniho komplexu MG-132 a lactacystinu
(Sutovsky et al., 2004b). Pokud byly pouzity oocyty, ze kterych byla pfedem odstranéna ZP,
inhibitory nemély zadny vliv na oplozeni (Sutovsky et al., 2004b).

Zimmerman et al. (2011) zkoumali vliv UPS na oplozeni odlisnym piistupem. V této
studii byly kapacitované kan¢i spermie inkubovany s rozpusténymi proteiny ZP ziskanymi
Z maturovanych oocyt. Vysledkem byla degradace receptorti pro spermii ZPC, stejné¢ jako
Vv ptipad¢ inkubace rozpusténych proteinii ZP s proteazomy izolovanymi ze spermii. Pfipouziti
inhibitoru proteazomalniho komplexu byla degradace ZPC blokovana (Zimmerman et al.,
2011).

26S proteazom je dilezity nejen pii penetraci ZP, ale také pii AR. Proteazomalni
komplex degraduje nékteré proteiny asociované s akrozomalni membrdnou, coz muize vést
k akrozomalni exocytoze (Zimmerman et al., 2011). V pfipadé pouziti inhibitoru
proteazomalniho komplexu (clasto-lactacystin  lactone) byla AR blokovana (Morales et al.,
2003). U jezovek je 268 proteazom také odpovédny za AR (Yokota & Sawada, 2007).

3.3.6  Fiize pohlavnich bunék

Pokud spermie uspé$né penetruje ZP, dochazi k samotné fuzi gamet. U savci
probiha prvni kontakt mezi membranou ekvatorialni oblasti spermie a oolemou, kde se nachazi
velké mnozstvi mikroklkd. Na molekularni trovni neni mechanismus fize gamet zcela

prostudovan a doposud je zndmo pouze par proteinti nezbytnych pro interakci membran. Jednim
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z nich je protein IZUMO1 na membrané spermie (Inoue et al., 2005). V této studii ukazali, ze
spermie samct mysi, které¢ byli [ZUMO1-deficientni, jsou schopné penetrovat ZP, ale nejsou
schopné fize s oocytem. Na oolemé byl nedavno objeven protein Juno slouzici jako receptor
pro protein 1ZUMO1 (Bianchi et al., 2014). IZUMOL a Juno jsou zatim jedinou znamou
interagujici dvojici proteind ucastnici se fuze, nicméné ani jeden znich se nezda byt
fuzogennim faktorem. [ZUMO]1 zfejmé interaguje s proteiny, které ptimo zprostiedkovavaji

splynuti membran (shrnuto Klinovska et al., 2014).

Na oolemé se nachazi také protein CD9, jehoz funkce spociva spiSe ve vazbé spermie
na oocyt, nez pii samotné fuzi gamet. Je ziejmé, Ze se na fuzi budou podilet 1 jiné proteiny
na membrané¢ oocytu. Mezi né patii napf. extracelularni proteiny piipojené pomoci

glykofosfatidylinositolové kotvy (shrnuto Klinovska et al., 2014).

Zda se, ze se procesu flze membran ucastni 1 dal§i faktor na membrané spermie, produkt
genu SPACAG6 (Lorenzetti et al., 2014). Predpoklada se, ze by mohl asociovat s dosud

neznamym receptorem na oolemé, stejné jako je tomu v piipadé IZUMOI.

I ptesto, Ze se timto dilezitym krokem pii oplozeni zabyva fada vyzkuma, neni jesté

dostate¢né popsan a pro uplné pochopeni tohoto slozitého procesu bude zapotiebi dalsi studium.

3.4  Déje po oplozeni

3.4.1 Aktivace oocytu

Aby bylo oplozeni uspé€sné a mohl zac¢it embryonalni vyvoj, musi po priniku spermie
dojit k aktivaci oocytu. Za aktivaci oocytu jsou zodpovédné faktory obsazené ve spermii, tzv.
SOAFs (sperm oocyte-activating factors). Mezi hlavni kandidaty na SOAFSs patii fosfolipaza
C-C (PLCY), alternativné PAWP (Post-acrosomal sheat WW domain-binding protein) (shrnuto
Anifandis et al., 2016).

Pfedpokladanym mechanismem aktivace oocytu je uvolnéni PLCC ze spermie po fizi
gamet, nasledné Stépeni fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu na 1,2-diacylglycerol a inositol-
1,4,5-trifosfat indukujici uvolnéni Ca’* z endoplazmatického retikula. Nésledné periodické
oscilace hladiny Ca** v oocytu vedou k exocytoze kortikdlnich granuli, dokongeni meidzy

a tvorbe prvojader (shrnuto Amdani et al., 2015).
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Deficience PLC{ miize byt diivodem neplodnosti u muzi. Bylo zjisténo, ze lidské
spermie, které jsou opakované netuspésné pii metodé ICSI, jsou PLC{-deficientni a nejsou tak

schopné indukovat Ca?" oscilace a tim i aktivovat oocyt (Yoon et al., 2008).

3.4.2 Fuze genetického materialu

U savcii se na budoucim vyvoji embrya podili genomy spermie i oocytu. Pii oplozeni je
DNA spermie v kondenzovaném stavu diky piitomnosti bazickych proteinti protamini. Ty
obsahuji velké mnozstvi pozitivné nabitych aminokyselinovych zbytkll argininu, které
neutralizuji negativné nabitou DNA a zpUsobuji tak jeji t€snéjsi usporadani. Protaminy jsou
také bohaté na cystein. Tyto aminokyseliny jsou propojeny pomoci disulfidickych vazeb, coz
zajist'uje stabilitu genomu. Jelikoz je takto kondenzovand DN A spermie transkripéné neaktivni,
je potieba aby po oplozeni doslo k dekondenzaci jadra spermie a k nahrazeni protamint histony.
Pfi tomto kroku je dulezity glutathion v ooplazmé redukujici disulfidické vazby mezi protaminy

(shrnuto Gosden & Lee, 2010; shrnuto Ward, 2010).

U vétSiny savcl spermie pronikd do oocytu nachazejiciho se ve stadiu MII. Po oplozeni
dochazi k dokonceni meiotického déleni a vznika sami¢i prvojadro. Syntéza DNA probiha
zvlast v sami¢im a sam¢im prvojadie. Obé prvojadra k sobé migruji pomoci mikrotubuli, které
jsou organizovany diky centrozomu pochazejiciho ze spermie. Pii dostatecném piiblizeni
prvojader dojde k rozpadu jadernych obalek a splynuti. Tim ale nevznika pravé zygotické jadro
jako u jezovek, nebot’ kondenzované chromozomy se pouze sefadi na mitotickém vieténku
a nasledné se rozchazeji do dvou noveé vzniklych bun¢k. U savcii je tedy pravé diploidni jadro
az ve dvoubuné¢ném stadiu. Proces vzniku prvojader, jejich migrace a nasledného splynuti je
u savcd pomérné pomaly proces, coz je zpusobeno zejména nutnosti dekondenzace jadra
spermie a dokon¢enim mei6zy u oocytu. Pii pouziti oocytli maturovanych in vitro je u prasete
prvni fuze prvojader pozorovana piiblizné 18 hodin po oplozeni, maxima je dosazeno o nékolik

hodin pozdé&ji (Laurincik et al., 1994).

3.4.3 Casny embryonalni vyvoj

U savcli embryo kratce po oplozeni vyuzivd materndlni zasoby RNA a proteinli
nahromadéné Vv oocytu béhem jeho riistu a maturace. Kli¢ovym okamzikem pro dalsi vyvoj
embrya je aktivace embryonalniho genomu (EGA), pfi které dochazi k zahajeni transkripce

a nasledné i translace na zdkladé embryonalniho genomu. Tento kriticky moment rozhodujici

31



0 budoucim vyvoji embrya nastavd az po urcitém poctu bunéénych déleni. To je druhovée

specifické a konkrétné u prasete dochazi k EGA ve ¢tytbunééném stadiu (Jarrell et al., 1991).

Mitotické déleni pokracuje za vzniku novych bunck (blastomer), ale celkova velikost
embrya se neméni. V in vivo podminkach putuje ryhujici se embryo vejcovodem smérem
k déloze. Embryo obsahujici Sestnact bunék se nazyva morula. Postupné dochazi k jeji
kompaktaci, pticemz vnitini blastomery jsou budoucim embryoblastem a vnéjsi blastomery se
stanou trofoblastem. Dochazi k tvorbé dutiny vyplnéné tekutinou a k oddéleni dvou zminénych
populaci bun€k za vzniku blastocysty. Poslednim déjem pfed implantaci embrya je tzv. hatching
blastocysty, kdy embryo opusti ZP. V in vivo podminkach nasleduje uhnizdéni embrya
V déloZni sliznici. Embryoblast da posléze vzniknout samotnému embryu a trofoblast vytvori

extraembryonalni tkang. Casny embryonalni vyvoj popisuje Obrazek 4.

Déloha
& Ryhovani \J) ‘:{J
Yo ' -
o4 Oplozeni Vejcovod Blastocysta
4,‘4%_:'

Splynuti prvojader

Obrizek 4: Casny embryonalni vyvoj, konkrétné u prasete. Ovulovany oocyt je oplozen ve vejcovodu a nasledné
dochazi ktvorbé a fuzi prvojader. Embryo béhem ryhovani putuje vejcovodem smérem k déloze. Ve
Ctyfbunééném stadiu je u prasete aktivovan embryonalni genom (EGA). Po dalSich délenich vznika morula a
nasledné i blastocysta tvofena embryoblastem, trofoblastem a dutinou, ktera se nazyva blastocoel. Pfed implantaci
dojde k tzv. hatchingu blastocysty a uhnizdéni embrya ve sliznici délohy (pievzato a upraveno Li et al., 2013).

3.4.4 Degradace paternalnich mitochondrii

U vétSiny zivocichtl, vCetné savcl, se mitochondridlni DNA (mtDNA) dédi maternalné
a to 1 pfesto, Ze pii oplozeni do oocytu vstupuji také mitochondrie spermie. Diivodem miiZe byt
zvySend mira vyskytu mutaci u mtDNA spermie zpiisobend oxidativnim poskozenim. Reaktivni
slouceniny kysliku vznikajici v procesu oxidativni fosforylace v mitochondriich, dé&ji

vedouciho K produkci ATP, mohou poskodit DNA, proteiny i lipidy. Jelikoz spermie vyzaduje
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velké mnozstvi energie pro zajisténi pohybu, je také nachylna k tvorbé reaktivnich sloucenin

kysliku a naslednym mutacim mtDNA (shrnuto Nakamura, 2013).

3.4.4.1 UPS a jeho role pri degradaci mitochondrii

Moznym mechanismem, ktery vede k eliminaci mitochondrii spermie, je jejich
selektivni degradace. U savcl je predpokladem ubiquitinace mitochondrii spermie a jejich
nasledna degradace v oocytu (Sutovsky et al., 1999; Sutovsky et al., 2000). Molekuly Ub jsou
na mitochondrialni proteiny spermie piipojeny po oplozeni v ooplazmé, nicméné prvotni
ubiquitinace probiha jiz Vv procesu spermiogeneze. Ubiquitinované proteiny jsou b&hem
pruchodu nadvarletem skryty diky zesitovani pomoci disulfidickych vazeb a objevi se znovu
az po oplozeni diky redukénimu prostiedi ooplazmy (Sutovsky et al., 1999; Sutovsky et al.,
2000).

Mitochondrie spermie jsou degradovany v Casnych fazich embryonalniho vyvoje, avSak
jejich degradaci je =zabranéno piidanim lysozomalniho inhibitoru (chlorid amonny)
a mikroinjekci protilatky proti Ub (Sutovsky et al., 2000). V piipadé prasete dochazi
k degradaci mitochondrii spermie velmi brzo, tedy jesté pfed prvnim délenim (Sutovsky et al.,
2003b). V této studii bylo také zjisténo, Ze degradace paternalnich mitochondrii je blokovana
pridanim inhibitort proteazomalniho komplexu, lactacystinu a MG-132. MtDNA spermie tedy

muze byt degradovana proteazomalni i lysozomalni cestou.

Al Rawi et al. (2011) ve studii poukazuje na to, Ze by paternalni mitochondrie u savct
mohly byt degradovany autofagii. Na mySim modelu bylo zjisténo, Ze po oplozeni dochazi
k akumulaci autofagozomalnich markert na bi¢iku spermie (konkrétné v ,,midpiece* oblasti,
tedy v blizkosti ubiquitinovanych mitochondrii), coZ by podporovalo zni¢eni mitochondrii
pomoci autofagie (Al Rawi et al., 2011). Jina studie tuto hypotézu nepotvrdila a naopak tvrdi,
ze autofagie se u mysi nepodili na degradaci paternalnich mitochondrii (Luo & Sun, 2013).

Ptesny mechanismus degradace paternalni mtDNA u savct je tedy zatim nejasny.

3.5 Metody asistované reprodukce
Metody asistované reprodukce zahrnuji Siroké spektrum technik pouzivanych pro
oplozeni. Nejjednodussi je intrauterinni inseminace. Existuji vSak i metody (IVF, ICSI), kdy je

provedeno mimotg€lni oplozeni a ¢asné embryo je nasledné vneseno do délohy.
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Metod asistované reprodukce se vyuziva v humanni medicing v ptipadé, kdy se parim
nepodafi pocit dité pfirozenou cestou. Téchto technik se pouziva i piireprodukci zivocichu.
U hospodatskych zvitat se provadi za ucelem Slechténi nebo oplozeni samice spermatem
od vhodného samce. V laboratornich podminkach mohou byt metody asistované reprodukce
vyuzity pro vyzkum mechanismi oplozeni, ¢asného embryonalniho vyvoje nebo novych

antikoncepc¢nich metod.

351 ICSI

Tato metoda spocivad ve vneseni jedné spermie piimo do ooplazmy pomoci tenké
sklenéné kapilary (Obrazek 5). Toho se v klinické praxi vyuziva zejména v pripadech, kdy
spermie nejsou schopny oplodnit oocyt z divodu malé pohyblivosti, nizkého poc¢tu nebo uplné

nepiitomnosti ve spermatu (shrnuto Tesarik, 1996).

Obrazek 5: Metoda ICSI. Na mikrofotografii je oocyt s viditelnym pélovym téliskem fixovany pomoci
holdingové kapilary. V tenké injekéni kapilafe je viditelna spermie.

Metoda ICSI se provadi pomoci mikromanipulatoru. Tato technika je pomérné€ narocna
a vyzaduje dlouhodobou praxi. V ramci této diplomové prace byl pouzit mikromanipulator
osazeny piezo jednotkou. Tato jednotka vytvati linearni vibrace, které jsou pfevadény na pohyb
injek¢ni kapilary. Diky tomu je ZP penetrovana bez deformace oocytu, kterd nastava pti pouziti
klasické verze ICSI bez piezo jednotky. Pro zvySeni ti€innosti této metody je ve Spicce injekéni
kapilary malé mnozstvi rtuti. Pfi pouziti této modifikované verze ICSI bylo dosazeno vyssi

uspésnosti oplozeni oproti klasické metodé ICSI bez piezo jednotky (Yanagida et al., 1999).
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Vneseni spermie do oocytu obchézi fadu procesit odehravajicich se pii ptirozeném
oplozeni. Piikladem muze byt AR nebo fuze gamet, po které dochazi k uvolnéni SOAFs
ze spermie do ooplazmy. Pfi pouziti ICSI se musi narusit membrana spermie, aby po injekci
spermie doSlo k uvolnéni SOAFs do ooplazmy a K nasledné aktivaci oocytu. PoSkozeni
membrany je spojeno s jeji imobilizaci, coz umoziuje 1 snadnéj$i provedeni této metody
oplozeni. Je n€kolik zplsobii penetrace membrany spermie. Mezi ty patii zlomeni biciku
pomoci injekéni kapilary nebo imobilizace spermie v usti kapilary pouzitim n€kolika silnych
piezo pulzl. V prfipadé imobilizace spermie pomoci zlomeni bi¢iku a nasledné aplikace
n¢kolika piezo pulzii bylo dosazeno vyS$i uspéSnosti oplozeni, nez pokud byla spermie

imobilizovana pouze zlomenim bi¢iku (Katayama et al., 2005).

Je také mozné provést dodatecnou aktivaci oocytu po ICSI. K tomu se muze pouzit
elektrickych pulzii nebo riznych chemickych latek. V ptipadé prasete bylo prokézano zlepSeni
vyvoje do stadia blastocysty pti pouziti rozmrazenych spermii a dodatecné elektrické aktivaci,

V porovnani se skupinou bez aktivace (Lee et al., 2003).

Jak uz bylo zminéno, pii oplozeni metodou ICSI nedochazi k AR a spermie jsou
do ooplazmy injikovany s intaktnim akrozomalnim vackem. Vyliti hydrolytickych enzymi
do ooplazmy vsak muze mit vazné nasledky. Z tohoto duvodu je potieba U spermii nékterych
zivocCiSnych druhti pied oplozenim metodou ICSI indukovat AR. Jedna se napi. o spermie

hlodavcu obsahujici velky akrozomalni vacek (shrnuto Tesarik & Mendoza, 1999).

3.5.1.1 ICSI u prasete domaciho

Vhodnym modelovym organismem pro vyzkum oplozeni je prase domaci. Diivodem je
zna¢na podobnost s ¢lovékem, coz umoziuje ¢astecné extrapolovat ziskané vysledky na lidsky
model. U prasete se metoda ISCI vyuziva predev§im kvili ¢astému vyskytu polyspermniho
oplozeni pii metodé IVF (shrnuto Kren et al., 2003). Naopak nevyhodou ICSI u prasete je nizka
uspésnost vyvoje embryi do stadia blastocysty. Bylo zjisténo, Ze stadia blastocysty dosahnou
s vyssi frekvenci embrya, ktera se v ¢asnych fazich vyvoje déli rychleji (Mateusen et al., 2005).
V porovnani s metodou IVF je vyvoj embryi po ICSI opozdén a kvalita blastocyst je nizsi
(Nakai et al., 2014).

Vzhledem Kk tomu, ze proteolytické enzymy obsazené v akrozomalnim vacku spermie
nemaji negativni vliv na embryondlni vyvoj, jako je tomu u hlodavci, neni potfeba U prasete

pted metodou ICSI indukovat AR (Garcia-Rosello et al., 2006).
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4. Pracovni hypotéza

Pracovni hypotézou této diplomové prace je negativni korelace extracelularni
ubiquitinace spermii s jejich kvalitou, ktera by se méla odrazet na zhorSeném potencialu vysoce

ubiquitinovanych spermii vytvofit kvalitni ¢asna embrya do stadia blastocysty po ICSI.

5. Cile

e Zvladnuti metody ICSI, v¢etné disekéni metody izolace oocytl

e Studium vlivu povrchové ubiquitinace spermii na tvorbu prvojader u ¢asnych zarodkt
po ICSI.

e Studium vlivu povrchové ubiquitinace spermii na kvalitu ¢asného embryonalniho
vyvoje po ICSI.

e Studium vlivu maskovani povrchového ubiquitinu spermii pomoci protilatky proti

ubiquitinu na ¢asny embryonalni vyvoj do stadia blastocysty po ICSI.
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6. Material a metody

6.1 Chemikalie

Nézev chemikalie
Anti-Ubiquitin

a-Laktéza monohydrat

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

DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dodecylsiran sodny

Dulbecco’s PBS fosfatem
Etanol 96%, kvasny

Fenolova cerven

FSH (folikuly stimulujici hormon)
Gentamicin

Glycerol

Goat anti-rabbit 1gG FITC
GPBoS, rustové proteiny
bovinniho séra

Hoechst 33342

Hyalurodinaza
Hydrogenuhli¢itan sodny
Hypotaurin

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty, dihydrat
Kalcium laktat, pentahydrat
L-Cystein

L-Glutamin

LH (luteiniza¢ni hormon)

Vyrobce

Imgenex, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Imgenex, San Diego, USA

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

Merci, Brno, CR
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco, Paisley, UK
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Katalogové ¢islo
IMG5020
L2643-500G
B6766
A6003-5G
G6152-100G
DES500L

P5655-100G
L4390
21600-069
64-17-5
P5530-5G
F2293-1VL
5750-037
G2025-100ML
20302

B2261
H3506-100MG
S5761-500G
H1384-1G
P5405-250G
S5886-500G
C7602-500G
C8356-250G
C7352-25G
G3126-100G
L5269-1VL



M2 médium

M199 médium

MEM (Minimum
Essential Medium)

NGS (normal goat serum)
Olej mineralni

Olej parafinovy
Formaldehyd (36-38 %)
Percoll

Poly-L-Lysin
PVA (polyvinylalkohol)
PVP (polyvinylpyrrolidon)

Pyruvat sodny
Rtut’

SDS (sodium dodecyl sulfate)

Solusem

Siran hotecnaty, heptahydrat

Trizma base

6.2 SlozZeni roztoku

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

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

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

Varkens K.I. Nederland, Deventer,

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

M7167
M4530
M7145

S26-100ML
M8410-100ML
8904.1
140907F
17-0891-02

P4707
P8136-250G
G26774

P4562-5G
261017-250G

M7774-500G
T6066-100G

Pro ptipravu roztoki byla pouzita deionizovana voda, pokud neni uvedeno jinak.

PBS: rozpusténim jednoho baleni Dulbecco’s PBS v 11 vody byl podle navodu vyrobce

pfipraven 10x koncentrovany roztok, 1x koncentrovany roztok PBS vznikl natedénim 10x

koncentrovaného PBS v poméru 1:9 s vodou.

PBS/PVA: roztok byl pfipraven pfidanim 0,1 g PVA do 1 1 1x koncentrované¢ho PBS.

Fenolova Cerveii: roztok byl pfipraven rozpusténim 5 mg fenolové ¢ervené v 1 ml vody.

4% roztok formaldehydu: 100 ml tohoto roztoku bylo pfipraveno smichanim 10 ml 10x

koncentrovaného PBS, 4 ml 38% paraformaldehydu a 86 ml vody pouzivané pro tkanové

kultury.
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M199: 4 mg/ml GPBoS, 3,6 mM pyruvat sodny, 5,8 mM L-cystein, 2 ug/ml LH, 2 ug/ml FSH
a 1 pl/ml gentamicinu v zakladnim médiu M199.

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

PZM3: 108 mM NaCl, 9,9 mM KCI, 0,35 mM KH2POs, 0,4 mM MgSOs . 7H.0, 25 mM
NaHCOs3, 2 mM kalcium laktat, I mM L-glutamin, 5 mM hypotaurin a 0,2 mM pyruvat sodny,
3 mg BSA/ml, 1 ul gentamicinu/ml, 20 ul BME/ml, 10 ul MEM/ml a 1 pl zasobniho roztoku
fenolové cervené/ml (Yoshioka et al., 2002).

Percoll:  100% Percoll vznikl nafedénim zéakladniho roztoku v poméru 1:9 s 10x
koncentrovanym roztokem PBS, 80% roztok Percollu byl ptipraven nafedénim 100% Percollu
v poméru 4:1 s PBS, 40% roztok Percollu vznikl nafedénim 100% Percollu v poméru 2:3
s PBS.

Zamrazovaci médium: frakce A- 0,3 M lakt6za monohydratu, 20 % (v/v) vajeéného zloutku,
rozpusténo ve vodé; frakce B- frakce A, 0,82 M glycerol a 8,3 mM SDS (modifikovana verze
média podle Yi et al., 2002).

6.3 Pristroje

Binolupa Olympus SZX2-1LLK Olympus, Japonsko

Box Biosan UVC/T-AR Biosan, Litva

Centrifuga MPW-340 Mechanika Precyzyjna, Polsko
Inkubator Hera Cell Kendro, Némecko
Mikromanipulator Narishige Narishige, Japonsko
Mikroskop Nikon Eclipse TE200 Nikon, Japonsko
Mikroskop Olympus 1X81 CellR Olympus, Japonsko
Piezo micro manipulator controller Prime Tech, Japonsko
PMAS-CT150

Plynovy hotak GS-510 Pro's Kit, USA
Pratokovy cytometr se sorterem BD Biosciences, USA
BD-Influx

Topna deska Thermo plate Mats-U505 R30 Tokai Hit, Japonsko
Vahy SI-234 Denver Instrument, USA
Vodni lazen DKB-8A Ibersan, Portugalsko
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6.4 Metody

6.4.1 Izolace oocytii

Oocyty pro nase experimenty byly ziskavany z vaje¢nikti prepubertalnich prasnic
porazenych na jatkdch. VajeCniky byly z jatek pievdzeny v termosce o teploté 30-35 °C
do laboratote, kde byly promyty nahfatym médiem (cca 35 °C) PBS/PVA. Béhem izolace byla

teplota udrzovana pomoci vyhiivané plotny.

6.4.1.1 Disek¢ni metoda

Pro izolaci oocytl byla pouzita disekéni metoda. Ta umoziuje izolovat oocyty pouze
z morfologicky kvalitnich folikuld, ale v porovnani s aspira¢ni metodou je casov€ 1 manudlné
naro¢néjsi (pfi aspiracni metode je z vajeCniki pomoci injek¢ni jehly podtlakem nasédvéana
folikularni tekutina s oocyty). Bylo prokazano, ze oocyty izolované disek¢éni metodou maji

vyS§§i uspé$nost zrani nez pii pouziti aspiraéni metody (Liu & Moor, 1997).

Pti disekci byly pouzity pouze vajecniky, které obsahovaly vétsi pocet folikult
o velikosti 3-7 mm. Folikuly byly preparovany pomoci dvojice skalpelt, kterymi byl
na sklenéné Petriho misce roziezan kazdy vajecnik. Folikuly o vhodné velikosti byly pfeneseny
do média PBS/PVA, jehoz teplota byla udrZzovana pomoci vyhiivané plotny. Pod binolupou
byly folikuly nasledné¢ zbaveny piebytecné tkané pomoci hodinarskych pinzet a umistény
do manipula¢niho média M2 (Obrazek 6). To umoznilo vyhodnotit morfologii kazdého folikulu
diky prusvitné folikularni sténé. Folikuly, jejichz folikuldrni tekutina obsahovala uvolnéné
granuldzni buiiky nebo uvolnény oocyt, byly vyrazeny. Pro dalsi pokusy byly pouzity pouze
folikuly s ¢irou folikularni tekutinou a oocytem, jehoz kumularni burniky byly pevné spojeny
S granuloznimi bunkami stény folikulu. Takto selektované folikuly byly pfeneseny do malé
Petriho misky s manipula¢nim médiem, kde byl kazdy folikul roztrzen pomoci hodinaiskych
pinzet a oocyt byl opatrné¢ oddélen od folikuldrni stény. Nésledovala selekce na urovni
samotnych oocytl, kdy byly do maturacniho média umistény pouze oocyty s kompaktnim

vicevrstevnym obalem kumularnich bunék.
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Obrazek 6: Folikuly zbavené piebyte¢né tkan€ a umisténé v manipulacnim médiu M2 v malé Petriho misce.

6.4.2 Maturace oocytu
Oocyty izolované disekéni metodou byly maturovany ve ¢tyfjamkové desticce v 0,5 ml

média M199 pievrstveného parafinovym olejem. Maturace probihala po dobu 44-48 hodin
Vv inkubatoru pii teploté 38,5 °C a 5% atmosfére CO2 (Krylov et al., 2005).

6.4.3 Odstranéni kumularnich bunék

U maturovanych oocyti, které maji byt pouZity pro dalsi pokusy, je nutné odstranéni

ptilehlych kumularnich bunék.

Do jamky s M199 a oocyty bylo piidano 25 pl roztoku hyaluronidazy. Po 5-7 minutach
byly oocyty pifeneseny do kapek manipulacniho média piekrytych vytemperovanym
(cca 38 °C) parafinovym olejem. Pod binolupou byly oocyty protahovany sklenénou kapilarou,
pfiCemz prumér konce kapilary byl stejny jako primér oocytu. Diky tomu doslo
k mechanickému odstranéni kumularnich bun€k oocytu. Pro dalsi pouziti byly vybrany pouze

oocyty s pravidelné uspotadanou ooplazmou a vylou¢enym 1.PB.

6.4.4 Priprava Cerstvych spermii
Spermie pro vSechny pokusy byly ziskdvany ze standardni inseminacni davky
od chovnych kancti (Chovservis a.s., Hradec Kralové). Po dopraveni do laboratofe byly spermie

uchovavany pfi teploté 17 °C az do jejich zpracovani.

41



Do zkumavky bylo odebrano 10 ml resuspendované inseminaéni suspenze, ktera byla
centrifugovana (5 minut, 700 x g). Supernatant byl odsat na objem 1 ml a spermie v ném byly
resuspendovany. Pro oddéleni zivych spermii od mrtvych byly spermie navrstveny na gradient
Percollu (do zkumavky bylo nejdiive napipetovano 5 ml 40% Percollu a nasledné podvrstveno
2 ml 80% Percollu) a centrifugovany (15 minut, 700 x g). Po centrifugaci bylo odsato vse
kromé sedimentu na dné zkumavky. Sediment byl resuspendovan v 1 ml PBS/PVA a spermie
byly promyty od Percollu doplnénim na objem 10 ml PBS/PVA a naslednou centrifugaci
(5 minut, 700 x g). Supernatant byl odsat a sediment resuspendovan v 1 ml PBS/PVA. Proces
promyti byl proveden celkem dvakrat.

Koncentrace spermii byla nasledné spocitana pomoci Biirkerovy komurky. Pro pocitani
mnozstvi spermii byla suspenze nafedéna 100x vodou, kterd zplsobuje imobilizaci spermii
a usnadnuje tak jejich pocitani. Spermie o znamé koncentraci v roztoku PBS/PVA byly
natfedény do média mTBM na vyslednou koncentraci 2x10° spermii/ml a kapacitovany

V inkubatoru po dobu 30 minut, pii teploté 38,5 C° a 5% atmosfére COo.

6.4.5 ZamraZeni spermii

12 ml inseminacni suspenze bylo centrifugovano po dobu 5 minut pii 700 g.
Supernatant byl odsat na objem 1ml, ve kterém byly spermie resuspendovany. Koncentrované
spermie byly navrstveny na gradient Percollu (80%, 40%) a centrifugovany (15 minut, 700 x g).
Po centrifugaci byl supernatant odstranén a sediment resuspendovan v takovém objemu
PBS/PVA, aby vyslednd koncentrace &inila 5x107 spermii/ml. 2 ml této suspenze bylo
centrifugovano (5 minut, 700 x g). Supernatant byl odsat a sediment resuspendovan v 0,5 ml
frakce A zamrazovaciho média. Suspenze byla po dobu 2 hodin postupné chlazena na teplotu
5 °C. K suspenzi bylo ptidano 0,5 ml frakce B zamrazovaciho média a v chladové mistnosti
0 teploté 5 °C byla suspenze ihned rozplnéna do 50 pl kapildr. Doprostted kapilary bylo nasato
ptiblizné 30 ul suspenze spermii a konce kapilar byly zataveny pomoci plynového kahanu.
Kapilary byly na dobu 5 minut horizontalné¢ polozeny na plastovy drzdk umistény
v polystyrenové krabici s tekutym dusikem. Plastovy drzak byl pfiblizné¢ 5 cm nad hladinou
tekutého dusiku, aby mohly vzorky zmrznout nad parami tekutého dusiku. Nésledné byly

kapilary skladovany v nddobé s tekutym dusikem.
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6.4.5.1 RozmraZeni spermii pred ICSI

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

a sediment resuspendovan v 200 ul mTBM.

6.5 Priprava spermii pro pokus s maskovanim Ub epitopu na povrchu

spermii

6.5.1.1 Centrifugace na gradientu Percollu

Do zkumavky bylo odméfeno 10 ml resuspendované inseminaéni suspenze, ktera byla
nasledné centrifugovana (5 minut, 700 X g). Supernatant byl odsat na objem 1 ml, ve kterém
byly spermie resuspendovany. Takto koncentrovany roztok spermii byl navrstven na gradient
Percollu (80%, 40%) a centrifugovan (15 minut, 700 x g). Kvili kompletnimu odstranéni
Percollu byl cely supernatant odebran a sediment byl resuspendovan v1 ml 1% NGS.
Nasledovala centrifugace spermii (5 minut, 700 X g). Supernatant byl odebran a sediment byl

opét resuspendovan v 1 ml 1% NGS.

Koncentrace spermii ve vzniklém roztoku byla zjisténa pomoci Biirkerovy komurky.
Pro pocitani mnozstvi spermii byla suspenze nafedéna 100x vodou. Suspenze spermii byla poté

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

6.5.1.2 Inkubace s primarni protilatkou

Pro nasledujici praci se dale pouzivalo 0,5 ml suspenze, ktera byla centrifugovana
(5 minut, 700 x g). Supernatant byl odsat a sediment resuspendovan v 5% NGS 0 objemu
0,5 ml. Blokovani probihalo po dobu 30 minut pti 17 °C a poté byla suspenze centrifugovana
(5 minut, 700 x g). Vznikly supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan v 0,5 ml 1%
NGS. Do dvou mikrozkumavek (typu Eppendorf) bylo odebrano 50 pl této suspenze a do jedné
Z nich byla navic ptidana primarni protilatka proti Ub (Anti- Ubiquitin, Imgenex; fedéni 1:100).
Druha zkumavka slouzila jako kontrolni vzorek pro nésledujici pokusy. Ob€ mikrozkumavky
byly inkubovany po dobu 45 minut pfi teploté 17 °C. Po inkubaci byly spermie centrifugovany
(5 minut, 700 x g), supernatant byl odebran a peleta resuspendovana v 50 pl 1% NGS.
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6.5.1.3 Kapacitace spermii

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

6.5.1.4 Inkubace se sekundarni protilatkou

Ke zbylym 40 plsuspenze v kazdé mikrozkumavce bylo napipetovano dalSich 40 pl 1%
NGS a do obou mikrozkumavek byla ptidana sekundarni protilatka (Goat anti-rabbit 1gG FITC,
Imgenex; fedéni 1:200). Pfi teploté 17 °C probihala inkubace po dobu 1 hodiny. Ob¢ zkumavky
byly centrifugovany (5 minut, 700 x g). Supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan
v 80 ul 1% NGS. Pro odstranéni prebyteéné sekundarni protilatky byly spermie dvakrat
promyty v 1% NGS. Na podlozni sklicko bylo napipetovano 5 pl z kazdé mikrozkumavky
a piekryto krycim sklickem. Sklicka byla vyhodnocena na mikroskopu.

6.6 Priprava spermii pro pokus se sortovanymi spermiemi

6.6.1.1 Centrifugace na gradientu Percollu
20 ml inseminacni davky bylo ptipraveno dle kapitoly 6.4.4 s tim rozdilem, Ze promyti
od Percollu bylo provedeno pouze jednou a nebyl proveden krok kapacitace. Vysledna

koncentrace suspenze zde ¢inila 1x108 spermii/ml.

6.6.1.2 Inkubace s primarni a sekundarni protilatkou

Bylo odebrano 5 ml suspenze a centrifugovano (5 minut, 700 x g). Supernatant byl
odsat a sediment resuspendovan v 5 ml 5% NGS. Blokovani probihalo po dobu 30 minut
pti 17 °C. Nasledné byly spermie centrifugovany (5 minut, 350 x g). Supernatant byl odstranén
a sediment byl resuspendovan v 0,5 ml 1% NGS do kterého byla pfiddna primarni protilatka
proti Ub (Anti-Ubiquitin, Imgenex; fedéni 1:100). Inkubace probihala po dobu 40 minut
ptiteploté 17 °C. Suspenze byla centrifugovana (5 minut, 350 X g) a vznikly supernatant byl
odsat. Spermie byly dvakrat promyty v 1% NGS a inkubovany v 1 ml 1% NGS se sekundarni
protilatkou (Goat anti-rabbit 1gG FITC, Imgenex; fedéni 1:200) po dobu 60 minut pii teploté
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17 °C. Suspenze byla centrifugovana (5 minut, 350 x g), supernatant byl odsat a sediment

rozpustén ve 2 ml média Solusem (Varkens K.I. Nederland).

6.6.1.3 FACS

FACS (fluorescence-activated cell sorting) umoziuje ziskavani subpopulace bunék
vykazujici urcity znak z heterogenni populace na zdklad¢é fluorescencnich vlastnosti kazdé
bunky. Pro nase pokusy byly spermie tfidény na pritokovém cytometru se sorterem BD-Influx
v Servisnim pracovisti pro svételnou mikroskopii a pritokovou cytometrii Ustavu molekularni

genetiky, Akademie véd Ceské republiky.

Z diivodu odliseni spermii od debris a jinych ¢astic bylo provedeno barveni pomoci
Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich). Vysledna koncentrace Hoechst 33342 v roztoku PBS/PVA
se spermiemi ¢inila 1pg/ml. Barveni probihalo po dobu 15 minut. Vzorek byl filtrovan ptes

40 um sitko kvitili odstranéni shluklych spermii.

Spermie byly ttidény podle miry povrchové ubiquitinace pomoci polychromatického
vysokorychlostniho pritokového cytometru se sorterem BD-Influx vybaveného lasery 355 nm
a 488 nm. Roztok PBS zde slouzil jako hnaci kapalina. Spermie byly tiidény do dvou skupin.
V prvni skuping¢ byly spermie s nizkou intenzitou signalu FITC a ve druhé skupiné se nachazely
spermie vykazujici vysokou intenzitu signalu. Z hlediska co nejvétsi podobnosti v ramei kazdé
skupiny byla vybrana pouze populace spermii vykazujici obdobnou intenzitu signalu FITC.
K vyhodnoceni byl pouzit program BD FACSDiva Software (BD Biosciences, USA). Spermie
byly tfidény do mikrozkumavek obsahujicich 700 pl média Solusem.

6.6.1.4 ZamraZeni spermii

Obsah zkumavek s tfidénymi spermiemi byl centrifugovan (5 minut, 700 x Q).
Supernatant byl odstranén a sediment byl jemné resuspendovan v 200 pl frakce
A zamrazovaciho média. Suspenze byla postupné chlazena v lednici po dobu 2 hodin na teplotu
5°C. Ksuspenzi bylo ptidano 200 pl frakce B zamrazovaciho média a dalsi postup byl
proveden dle kapitoly 6.4.5.
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6.6.2 ICSI
Pfi manipulaci s oocyty/embryi je vzdy dualezité, aby se omezil Cas straveny mimo
inkubator. Z tohoto diivodu je potteba provést ICSI co nejrychleji. Pro minimalizaci teplotniho

rozdilu je mikromanipulator vybaven vyhtivanou destickou.

Na specialni IVE/ISCI misku bylo napipetovano nékolik 10ul kapek manipula¢niho
média M2, dvé Sul kapky PVP a dvé ocistovaci kapky M2 (20 ul). Kapky byly nasledné
piekryty parafinovym olejem, aby se zamezilo jejich odpafovani. Do 10ul kapek byly pomoci
sklenéné kapilary preneseny oocyty, pfi¢emz v jedné kapce se nachazelo vzdy vice oocyti. Do
Sul kapek PVP bylo napipetovano 5 pl kapacitovanych spermii v médiu mTBM a ptipravena

miska byla umisténa pod mikromanipulator.

Spermie byla imobilizovana, bud’ zlomenim bi¢iku pomoci rychlého pohybu injekéni
kapilary, nebo nasatim spermie do kapilary a naslednou aplikaci né€kolika silnych pulzti piezo
jednotkou. Kapilara s nasatou spermii byla protaZzena ociStovaci kapkou s manipula¢nim
médiem, aby doSlo k odstranéni spermii pfichycenych vné kapilary a byla pfemisténa do kapky
s oocyty. Dany oocyt byl vzdy zafixovan pomoci holdingové kapilary tak, ze se 1.PB nachazelo
poskozeni jadra v pritbé¢hu injekce spermie. Pomoci silnych pulzi byla penetrovana ZP oocytu
a Z kapilary byla odstranéna zatka tvorend ZP. K priniku ptes oolemu byly pouzity slabé pulzy,
pricemz injek¢ni kapilara byla vedena az do 2/3 priiméru oocytu. Penetrace byla potvrzena
nasatim malého mnozstvi ooplazmy, ktera byla nasledné injikovéna i se spermii zpét do oocytu.
Kapilara byla vytazena tak, aby doSlo k rychlému zaceleni oolemy a z oocytu nevytékala

ooplazma.

Timto postupem bylo provedeno oplozeni v§ech oocytii na misce. Po provedeni ICSI

byly oocyty pteneseny do jamek s 0,5 ml média PZM3 piekrytého parafinovym olejem.

6.6.3 Kultivace po oplozeni

Embrya byla po oplozeni kultivovana v inkubatoru pfi teploté 38,5 °C a 5% atmosféfe
CO>. Doba kultivace zavisela na charakteru pokusu. Pokud se u embryi sledovala tvorba
prvojader, byla doba kultivace 19-20 hodin. Kultivace embryi do stadia blastocysty probihala
po dobu jednoho tydne.
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6.6.4 Fixace a barveni embryi
Pro fixaci embryi byl pouzit 4% roztok formaldehydu, ktery byl napipetovan v objemu
0,5ml do ctyfjamkové desticky. Do jamky s roztokem byla pomoci sklenéné kapilary

prenesena embrya a fixovana pies noc pii pokojové teploté.

Fixovana embrya byla pfenesena do kapky PBS/PVA a promyta od formaldehydu.
Po péti minutach byla embrya umisténa do kapky s ¢istym PBS/PV A a cely proces se opakoval
jesté dvakrat. Po odstranéni formaldehydu byla embrya spolu s minimalnim mnozstvim
PBS/PV A ptenesena pomoci kapilary do 3 pl montovaciho média s DAPI na podloZznim sklicku
a prekryta krycim sklickem. Nasledovalo vyhodnoceni preparatii s vyuzitim fluorescenénim

mikroskopu.

6.6.5 Neprima imunofluorescence spermii

Na dno jamek ve Ctyfjamkové desticce byla umisténa kulata kryci sklicka a prekryta
200 pl poly-L-lysinu. Inkubace probihala po dobu 30 minut na vyhiivané plotn¢ (38 °C).
Sklicka byla dvakrat oplachnuta pomoci vody pro tkanové kultury a prebytecna voda byla
odsata. Na poly-L-lysinem potazena sklicka bylo napipetovano 300 ul suspenze spermii v PBS
o koncentrace 2x10° spermii/ml (ptiprava spermii je popsana v kapitole 6.4.4, poslednim
krokem je pocitani koncentrace spermii). Po 25 minutach inkubace byla pfebyte¢na suspenze
odsata a sklicka byla oplachnuta PBS. Nasledovala blokace v 300 ul 5% NGS po dobu 30
minut. Pfebytecna tekutina byla odsata a sklicka byla inkubovana s 200 pl 1% NGS s primarni
protilatkou proti Ub (Anti-Ubiquitin, Imgenex; fedéni 1:100) po dobu 1 hodiny. Skli¢ka byla
poté tiikrat oplachnuta 1% NGS (5 minut na jeden oplach) a inkubovana se sekundarni
protilatkou (Goat anti-rabbit 1gG FITC, Imgenex) v 200 ul 1% NGS (fedéni 1:250) po dobu
1 hodiny. Nasledoval oplach 1% NGS (3x 5 minut). Na podlozni sklicko bylo napipetovano
5 ul montovaciho média s DAPI a na tuto kapku bylo poloZeno kryci skli¢ko se spermiemi

(stranou s piichycenymi spermiemi dolit).

6.6.6 Statisticka analyza

Tvorba grafii a statistickd analyza byla provedena v programu Microsoft Excel 2013
(Microsoft Corporation). Ziskané vysledky byly vyhodnoceny pomoci Studentova t-testu.
Hodnota p mensi nez 0,05 byla povaZzovéana za statisticky signifikantni, *p<0,05, **p<0,01.

***p<0,001.
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7. Vysledky

7.1 Maturace oocyti

Vyhodnoceni maturace oocytd bylo provadéno pod binolupou (44-46 hodin od zacatku
maturace) pomoci sledovani pfitomnosti 1. PB (Obrazek 7). V nasem piipadé byla maturace
oocyti na vysoké Urovni a nepfedstavovala problém. Z celkového poctu 2064 oocytil

vykazovalo 89,4 % vyloucené 1. PB.

Pro vSechny pokusy byly pouzivany pouze oocyty ze skupin, kde uspésnost maturace

dosahovala minimalné 80 %.

Obrazek 7: Maturované praseci oocyty. Vyloucena polova téliska jsou oznacena Sipkou. Métitko 50 pm.

7.2 Casny embryonalni vyvoj
V tomto experimentu byla sledovdna UspéSnost vyvoje embryi do stadia blastocysty
pti pouziti metody ICSI. Embrya byla po oplozeni kultivovana po dobu jednoho tydne, poté

fixovana, barvena DAPI a vyhodnocena pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Obrazek 8).
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Obrazek 8: Embryo ve stadiu blastocysty. Modie nabarvena jadra pomoci DAPI. Méfitko 20 pm.

Casny embryonalni vyvoj byl hodnocen po oplozeni Gerstvymi nebo rozmrazenymi
spermiemi (Tabulka 1). V tomto experimentu bylo vyhodnoceno 92 embryi (6 opakovani)
Vv piipadé oplozeni Cerstvymi spermiemi a 45 embryi (3 opakovani) pti pouziti rozmrazenych
spermii. Stadia blastocysty dosdhlo 21 % embryi v pfipad€¢ cerstvych spermii a 11 %

pii oplozeni rozmrazenymi spermiemi.

Intaktl.n <2b 2-4b 5b- Morula Blastocysta
spermie
Cerstvé spermie 9 (10 %) 16 (17 %) 28 (30 %) 20 (22 %) 19 (21 %)
Rozmrazené spermie 9 (20 %) 5 (11 %) 19 (42 %) 7 (16 %) 5 (11 %)

Tabulka 1: Pocet embryi v jednotlivych stadiich ¢asného vyvoje po tydnu kultivace pti oplozeni &erstvymi nebo
rozmrazenymi spermiemi. V zavorkach je uvedena celkova procentuélni cetnost dané¢ho stadia.

7.3 Imunofluorescence spermii

Na zékladé¢ znafeni povrchového Ub pomoci nepfimé imunofluorescence byly
detekovany spermie vykazujici povrchovou ubiquitinaci. Extracelularné ubiquitinované
spermie byly pozorovany u Cerstvych i rozmrazenych kancich spermii (Obrazek 9). Podil
povrchové ubiquitinovanych spermii se mezi jednotlivymi vzorky liSil a pohyboval se

v rozmezi jednotek az desitek procent. U ubiquitinovanych spermii byl silny signal ve vétSingé
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ptipadli pozorovan na hlavicce spermie a pouze mala intenzita signalu byla zaznamendna na
bic¢iku. Pokud byl u né¢kterych spermii siln€ ubiquitinovan i bi¢ik, jednalo se ve vétSin€ ptipadii
o bi¢ik viditeln¢ defektni.

Kontrolni skupiny v ptipad¢ Cerstvych i rozmrazenych spermii byly inkubovany pouze
se sekundarni protilatkou. Fluorescencni signal odpovidajici povrchové ubiquitinaci nebyl

zaznamenan ani u jedné kontrolni skupiny.

Obrazek 9: Povrchova ubiquitinace kanc¢ich spermii. Ubiquitin (zelen&) znacen pomoci Anti-Ubiquitin/ FITC,
jadro (modie) znadeno pomoci DAPI. (A) Cerstvé spermie. Piiklad spermie vykazujici vysokou miru povrchové
ubiquitinace (vlevo) a spermie s nizkou mirou povrchové ubiquitinace (vpravo). (B) Cerstvé spermie, kontrola.
(C) Rozmrazené spermie. Ptiklad spermie s vysokou mirou povrchové ubiquitinace (dole) a spermie s nizkou
mirou povrchové ubiquitinace (nahote). (D) Rozmrazené spermie, kontrola. Méfitko 10 pm.

74 FACS

Na spermiich byl pomoci nepiimé imunofluorescence oznafen povrchovy ubiquitin.
Spermie byly nasledné tiidény metodou FACS na zakladé fluorescen¢niho signalu FITC
odpovidajiciho rizné mife povrchové ubiquitinace. Podle intenzity fluorescence byly spermie
rozdéleny do dvou skupin (Obrazek 10). V prvni skupiné se nachazely spermie vykazujici

nizkou intenzitu fluorescen¢niho signdlu a tedy i povrchové ubiquitinace. Druha skupina
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zahrnovala spermie s vysokou intenzitou fluorescen¢niho signalu, coz odpovidalo vysoké
povrchové ubiquitinaci. Z hlediska co nejvétsi uniformity v rdmei kazdé skupiny byla vybrana

pouze populace spermii vykazujici obdobnou intenzitu signalu FITC.

Obrazek 10: Tiidéni spermii s riznou mirou povrchové ubiquitinace metodou FACS. (A) Dot plot- 0sa x
znazorhuje intenzitu fluorescence FITC (ubiquitin), osa y fluorescenci Hoechst 33342 (vSechny spermie). Zeleny
obdélnik oznacuje vSechny singletové spermie, zlutym obdélnikem jsou oznaceny spermie s nizkou mirou
povrchové ubiquitinace, oranzovym obdélnikem oznaceny spermie s vysokou mirou povrchové ubiquitinace
(B) Histogram- osa x vyjadiuje intenzitu fluorescence FITC, osa y polet bunék (spermii). Zluté oznatena
subpopulace spermii s nizkou mirou povrchové ubiquitinace, oranzové jsou oznaceny spermie s vysokou mirou
povrchové ubiquitinace.

7.5  Studium vztahu mezi mirou povrchové ubiquitinace spermii a kvalitou

¢asného embryonalniho vyvoje po ICSI

V ramci tohoto studia byly spermie roztiidény metodou FACS do dvou skupin
(s nizkym a vysokym zastoupenim povrchového Ub) a poté zamrazeny. Nasledné byly
do oocytil injikovany spermie z obou experimentalnich skupin. Casny embryonalni vyvoj byl
porovnavan 1) po 19-20 hodinach (tvorba prvojader) a 2) po tydnu kultivace (stadium
blastocysty). Embrya byla zafixovana, nabarvena DAPI a vyhodnocena pod fluorescenénim

mikroskopem.

Diky tuspé€Snému zavedeni kryoprezervaéniho protokolu bylo moZzné v ramci
provedenych experimentii pouZit spermie ziskané z jediné inseminacni davky. Tim byly
odstranény rozdily v kvalit¢ spermii mezi jednotlivymi kanci a také mezi jednotlivymi

insemina¢nimi davkami ziskanymi od jednoho kance.

7.5.1 Tvorba prvojader

Uspé&snost tvorby prvojader byla sledovana 19-20 hodin po oplozeni a porovnavana
mezi dvéma skupinami oocytli, oplozenych pomoci Spermii Sriznou mirou povrchové

ubiquitinace. Embrya byla povazovana za tadné se vyvijejici v ptipadé, Ze u nich byla
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pozorovana tvorba prvojader (samiciho i sam¢iho), ptipadné se jiz nachazela ve dvoubunééném
stadiu. U zbyvajicich oocytli, bylo hodnoceno, zda spermie ziistala po oplozeni intaktni nebo
doslo k dekondenzaci jejiho jadra. Primérna Gspésnost tvorby prvojader a ¢etnost pozorovani

intaktni spermie nebo dekondenzace jadra spermie je znazornéna v grafu (Graf 1).

80 -

60 -
50 A
40 ~

30 -

% embryi

20 -

10 -

Intaktni spermie Dekondenzace jadra Radny vyvoj
spermie
O Spermie s nizkou mirou povrchové ubiquitinace
B Spermie s vysokou mirou povrchové ubiquitinace
Graf 1: Primérna Gspénost tvorby prvojader po 19-20 hodinach kultivace u oocytli oplozenych spermiemi
s vysokou nebo nizkou mirou povrchové ubiquitinace. Radny vyvoj zahrnuje embrya, u kterych doslo k formovani

prvojader nebo se nachazela ve dvoubunééném stadiu. V tomto grafu je znazornéna také cetnost vyskytu intaktni
spermie nebo dekondenzace jadra spermie u embryi. Zobrazena standardni chyba praméru (SEM).

Pro tento experiment bylo vyhodnoceno 136 oocyti/embryi ve skupiné oocytl
oplozenych spermiemi s nizkou mirou povrchové ubiquitinace a 132 oocytl/embryi v piipadé
oplozeni spermiemi s vysokou mirou povrchové ubiquitinace. Uvedeny pocet oocytii/embryi
byl ziskan v ramci 9 opakovani u obou skupin. Tvorba prvojader nebo dvoubunééné stadium
byly pozorovany primérné v 74 % ptipadd pii pouziti spermii s nizkou mirou povrchové
ubiquitinace a v 70 % ptipadl pti pouziti spermii s vysokou mirou povrchové ubiquitinace.
Procentudlni vyskyt oocytll obsahujicich intaktni spermii byl shodny u obou skupin (14 %).
Procento embryi, u kterych byla pozorovana dekondenzace jadra spermie, bylo u obou skupin
podobné (12 % u spermii s nizkou mirou povrchové ubiquitinace a 16 % u spermii s vysokou
mirou povrchové ubiquitinace). Bylo zjisténo, ze v zadném sledovaném znaku neni statisticky

signifikantni rozdil (p<0,05) mezi obéma skupinami.
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7.5.2 Vyvoj do stadia blastocysty

V tomto experimentu byl sledovan vztah mezi mirou povrchové ubiquitinace spermii
a ¢asnym embryonalnim vyvojem do stadia blastocysty po ICSI. V ramci vyhodnoceni byla
embrya rozdélena do n€kolika vyvojovych skupin podle po¢tu bunék. Pro tento pokus bylo
klicové zjistit, jaké procento embryi se vyvine do stadia blastocysty v ramci kazdé skupiny.
U obou skupin jsou prumérné procentualni hodnoty embryi nachazejicich se v jednotlivych

stadiich vyneseny v grafu (Graf 2).

Pro tento pokus bylo vyhodnoceno 82 embryi ve skupiné oocytii oplozenych spermiemi
s nizkou mirou povrchové ubiquitinace a 85 embryi pfi pouziti spermii vykazujicich vysokou
miru povrchové ubiquitinace. Oplozeni bylo provadéno paralelné u obou skupin. Pocet
opakovani byl tedy stejny pro obé skupiny (6 opakovani). Ve skupiné oocyti oplozenych
spermiemi s nizkou mirou povrchové ubiquitinace vykazovala embrya signifikantné lepsi vyvoj
do stadia blastocysty oproti skupiné, kde byly pouzity vysoce ubiquitinované spermie (p<0,01).
Po tydnu kultivace se ve stadiu blastocysty nachazelo primérné 17 % embryi pti pouZiti spermii
S nizkou mirou povrchové ubiquitinace a pouze 5% embryi pifi oplozeni vysoce
ubiquitinovanymi spermiemi. Signifikantni rozdil (p<0,05) mezi obéma skupinami byl
zaznamenan také V Cetnosti dvoubunééného stadia (28 % embryi v pfipadé nizce
ubiquitinovanych spermii a 16 % V ptipadé¢ vysoce ubiquitinovanych spermii). U ostatnich

vyvojovych stadii nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi jednotlivymi skupinami.

V obou skupinach byl zjistén primérny pocet bunék v blastocystach. Pokud byly oocyty
oplozeny spermiemi s nizkou mirou povrchové ubiquitinace, blastocysty byly tvoieny
prumérné 50 bunikami. Pti pouziti vysoce povrchové ubiquitinovanych spermii byl u blastocyst
zjistén primérny pocet bunck 60. Signifikantni rozdil v praimérném poctu bunék vsak nebyl

prokazan.
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Graf 2: Vliv miry povrchové ubiquitinace na ¢asny embryonalni vyvoj po 7 dnech kultivace. U obou skupin
(spermie s nizkou nebo vysokou mirou povrchové ubiquitinace) jsou znazornény primérné procentualni hodnoty
mnozstvi embryi vyskytujicich se v daném stadiu. Intaktni spermie, <2b (dekondenzovana spermie nebo
prvojadra), 2-4b (dvoubunééné az Etytbunééné stadium), 5b-M (pétibunééné stadium az morula), blastocysta.
Zobrazena standardni chyba priméru (SEM); *p<0,05, **p<0,01.

7.6 Vliv maskovani Ub epitopu na povrchu spermii na kvalitu ¢asného
embryonalniho vyvoje po ICSI
Tento experiment vychazel z hypotézy, ze po oplozeni dochazi k rozpoznani vysoce
ubiquitinovanych spermii 26S proteazomalnim komplexem oocytu, coz vede k castecné ¢i
uplné degradaci spermie a ve svém disledku k omezeni ¢i zastaveni dalSiho vyvoje embrya.
V nasem experimentu byl tento ptedpoklad zkoumdn pomoci oplozeni oocytl Cerstvymi
spermiemi s maskovanym povrchovym Ub diky vazbé protilatky proti Ub. Kontrolni skupina
oocytll byla oplozena Cerstvymi spermiemi bez navazané protilatky. Vazba primarni protilatky
byla v kazdém opakovani tohoto experimentu ovéfena kontrolnim barvenim, kdy byly spermie
vobou skupinach inkubovany se sekundarni protilaitkou konjugovanou s FITC.
V experimentalni skupin€ byl u n€kterych spermii pozorovan fluorescencni signal odpovidajici
povrchové ubiquitinaci. Naopak v kontrolni skupin€ nebyl zaznamenan Zadny fluorescencni
signal.
K oplozeni obou skupin oocytll byla vyuzita metoda ICSI. Embrya byla kultivovana

po dobu jednoho tydne, poté fixovana, nabarvena pomoci DAPI a vyhodnocena za pouziti

54



fluorescencniho mikroskopu. Stejn¢ jako v pfedchozim experimentu byla pifi vyhodnoceni
embrya rozdélena do n¢kolika vyvojovych kategorii podle poc¢tu bunék. Vysledky experimentu

jsou znazornény v grafu (Graf 3).

V ramci tohoto pokusu bylo vyhodnoceno 79 embryi v ptipadé pouziti spermii
s maskovanym povrchovym Ub pomoci protilaitky a 73 embryi v kontrolni skupiné. Ob¢
skupiny byly oplozeny paraleln¢ a pocet opakovani byl tedy shodny u obou skupin
(8 opakovani). Signifikantné lepsi vyvoj embryi do stadia blastocysty byl pozorovan pfi pouziti
spermii s navazanou protilatkou proti Ub v porovnani s kontrolni skupinou (p<0,05). Po tydnu
kultivace se vyvinulo do stadia blastocysty pramérné 19 % embryi v ptipadé oplozeni
spermiemi s maskovanym Ub a 10 % v ptipadé kontrolni skupiny. Signifikantni rozdil mezi
experimentalni a kontrolni skupinou byl pozorovan také v ¢etnosti vyskytu intaktnich spermii
(7 % v ptipadé pouziti spermii S maskovanym povrchovym Ub a 15 % v kontrolni skuping;
p<0,01). Signifikantni rozdil mezi obéma skupinami nebyl zaznamenan v piipad¢ ostatnich
vyvojovych stadii. Dale byl zjistén primérny pocet bunék v blastocystach v ramci danych
skupin. Vysledek byl velmi podobny. V experimentalni skupiné byly blastocysty tvoieny

prumérné 31 bunikami a v kontrolni skupin€ 29 buiikami.

35 -

25 ~

% embryi

15 -~

Intaktni <2b 2-4b 5b-M Blastocysta

spermie
Vyvojové stadium

O Anti-Ubiquitin B kontrola

Graf 3: Vliv maskovani povrchového Ub spermii na ¢asny embryonalni vyvoj po oplozeni. U experimentalni
(maskovani Ub epitopu na povrchu spermii) i kontrolni skupiny jsou do grafu vyneseny primeérné procentualni
hodnoty mnozstvi embryi nachazejicich se po tydnu kultivace v ur¢itém vyvojovém stadiu. Intaktni spermie, <2b
(dekondenzovana spermie nebo prvojadra), 2-4b (dvoubunécné az Ctyfbunécné stadium), 5b-M (pétibunécné
stadium az morula), blastocysta. Zobrazena standardni chyba primeéru (SEM); *p<0,05, **p<0,01.
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8. Diskuze

V ramci této diplomové prace bylo jako modelovy organismus pro vyzkum oplozeni
pouzito prase domaci (Sus scrofa f. domestica). Tento Zivocich vykazuje v mnoha ohledech
morfologickou a fyziologickou podobnost s ¢lovékem a umoznuje tak Casteéné extrapolovat
ziskané poznatky pro pouziti v humanni medicin€. Nicmén¢ tispésnost vyvoje embryi do stadia
blastocysty piipouziti metody ICSI je v ptipad¢ prasete pomérné nizka (shrnuto Garcia-Rosello
et al., 2009). Oplozeni in vitro je u prasat mozné provadét po cely rok diky ziskavani vaje¢niki
z jatek. Na druhou stranu kvalita oocytd 1 ispéSnost embryonalniho vyvoje je zna¢né ovlivnéna
ro¢nim obdobim. U oocytii oplozenych v zimnich mésicich je tspésnost vyvoje do stadia
blastocysty vyrazné vyssi nez u oocyti oplozenych v Iété¢ (Suzuki, 2010). Vysledky pokust
mohou byt ovlivnény 1 pfevozem vajecnikll z jatek do laboratofe a nezanedbatelné jsou také

zkuSenosti embryologa pfi izolaci oocytll 1 pti samotném ICSI.

8.1 Maturace oocytii a ¢asny embryonalni vyvoj po ICSI

Pro nase experimenty bylo zasadni ziskat pomérné velké mnozstvi kvalitnich oocytt.
To se v ramci této prace podafrilo a celkem bylo izolovano 2064 oocytti. Oocyty byly izolovany
disekéni metodou, kterd je manudlné naroc¢na a bylo potteba si ji osvojit. Na druhou stranu
oocyty izolované touto metodou vykazuji vysSsi GspéSnost maturace nez oocyty ziskané
aspira¢ni metodou (Liu & Moor, 1997). Po 44-46 hodinach maturace bylo pozorovano

vylou€ené 1.PB u 89,4 % oocyt.

Metoda ICSI je pomérn¢ narocna a vyzaduje dlouhodobou praxi. V nasem piipad¢ byla
uspésnost vyvoje do stadia blastocysty pii pouziti Cerstvych spermii pramérné 21 %. Tento
vysledek odpovidd hodnotdm uvadénym v jinych studiich, kde se uspésnost vyvoje embrya
do stadia blastocysty pohybuje mezi 9,1-38 % (Kim et al., 1998; Wu et al., 2001; Yoo et al.,
2012). Ve zminénych studiich, stejné jako v nasem ptipad¢, byly k oplozeni oocytld pouzity

Cerstvé spermie a nebyla provedena dodate¢na aktivace oocytu.

Uspésnost vyvoje do stadia blastocysty po ICSI v ptipadé pouziti rozmrazenych spermii
byla primémé 11 %. Tento vysledek je také srovnatelny s hodnotami uvedenymi v jinych
publikacich, kde se do stadia blastocysty vyvinulo 8 % a 10,5 % embryi (Lee et al., 2003; Yong
etal., 2003). Ze ziskanych vysledk je patrné, ze tispésnost vyvoje do stadia blastocysty je nizsi
pfi pouZiti rozmrazenych spermii v porovnani s Cerstvymi spermiemi. Divodem miize byt

poskozeni cytoplazmatické membrany spermii v disledku mraZeni, coZ je u prasete pomérné
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Casty problém (shrnuto White, 1993). Po procesech mrazeni a rozmrazeni zna¢n¢ klesa motilita

a viabilita kan¢ich spermii (Cerolini et al., 2001).

8.2 Extracelularni ubiquitin spermii

V epididymis dochazi k extracelularni ubiquitinaci defektnich spermii a extracelularni
Ub tak miZe slouZit jako negativni marker jejich kvality (Sutovsky et al., 2001a). Rada
publikaci skute¢né prokazala negativni zavislost miry povrchové ubiquitinace spermii
ve vzorku s parametry urcujicimi jejich kvalitu (motilita, normalni morfologie) a naopak
pozitivni korelaci s poskozenim spermii, napt. DNA zlomy (Sutovsky et al., 2002; Sutovsky
etal., 2004a; Hodjat et al., 2008). Vysoka mira povrchové ubiquitinace byla objevena
u defektnich spermii fady savci vcetné Cloveka (shrnuto Sutovsky 2001b) a da se tedy
predpokladat, Ze by u savci Ub mohl slouzit jako univerzalni marker jejich kvality. Na druhou
stranu existuji i studie, které pouziti Ub jako negativniho kvalitativniho markeru odmitaji
(Muratori et al., 2005; Varum et al., 2007). Jejich pocet a rozsah vysledku je vSak v ramci

tohoto tématu minoritni.

U Cerstvych i rozmrazenych kancich spermii byla metodou nepiimé imunofluorescence
detekovana extracelularni ubiquitinace. Pi1 procesech imunofluorescen¢niho barveni nebyla
provedena permeabilizace a fixace spermii, takZe bylo zaru¢eno zna¢eni pouze extracelularniho
Ub. Podil povrchové ubiquitinovanych spermii se mezi jednotlivymi vzorky lisil a pohyboval
se vV rozmezi jednotek az desitek procent. V ptipad¢, ze byly spermie ubiquitinované, byl silny
signal vétSinou pozorovan na hlavicce spermie a pouze mala intenzita signalu byla
zaznamenana na biciku. Pokud byl u nékterych spermii silné ubiquitinovan 1 bi¢ik, jednalo se
ve vét§in€ piipadd o bicik viditelné defektni, jak bylo ukazano i ve studii Sutovskeho et al.

(2001a). Ubiquitin byl také ¢asto asociovany s cytoplazmatickymi kapkami.

8.3 FACS a mraZeni spermii

V ramci dalSich pokusii byl v nasi laboratofi ustanoven protokol na tfidéni spermii podle
miry povrchové ubiquitinace metodou FACS a jejich nasledného mrazeni (Petelak & Krylov,
2016). Na zakladé odlisné intenzity fluorescenéniho signalu FITC odpovidajiciho rizné miie
povrchové ubiquitinace byly spermie rozdéleny do dvou skupin pomoci metody FACS. Prvni
skupina obsahovala spermie s nizkou a druhd s vysokou mirou povrchové ubiquitinace.
Z divodu co nejvetsi uniformity v rdmei kazdé skupiny byla vybrana pouze populace spermii

vykazujici obdobnou intenzitu fluorescen¢niho signalu. Béhem ttfidéni metodou FACS byl
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zaznamenan pokles motility a viability spermii. Kanci spermie jsou v porovnani se spermiemi
jinych zivo¢isnych druhtd (byk, beran) vice citlivé k fluorescen¢nimu barveni DNA, ptisobeni

laseru a vystaveni vysoké rychlosti béhem sortovani (shrnuto Vazquez et al., 2009).

Kanci spermie vykazuji velkou variabilitu v parametrech znacicich jejich kvalitu,
odolnosti vii¢i mrazeni a v jejich uspéSnosti oplodnit oocyty a to jak mezi riznymi kanci, tak
I mezi jednotlivymi odbéry ejakulatu konkrétniho kance (Roca et al., 2006, shrnuto Gil et al.,
2008). Diky mrazeni spermii bylo umoznéno pouzivat spermie ziskané z jednoho ejakulatu

po dobu celého experimentu a bylo tak omezeno vnaseni variability do pokusu.

Dle publikovanych vysledk z nasi laboratote jsou primérné hodnoty viability spermii
po procesech sortovani, mrazeni a rozmrazeni 12 % u spermii s nizkou mirou povrchové
ubiquitinace a 7 % v pfipad¢ spermii s vysokou mirou povrchové ubiquitinace (Petelak &
Krylov, 2016). Nicméné dalsi optimalizaci celého procesu, jako je zkraceni doby mezi
sortovanim a mrazenim nebo minimalizace teplotnich zmén, bylo po sortovani a kryoprezervaci

spermii dosazeno viability 30 % v ramci obou skupin (nepublikovana data).

8.4 Studium vztahu mezi mirou povrchové ubiquitinace spermii a kvalitou

¢asného embryonalniho vyvoje po ICSI

V ramci tohoto studia bylo cilem potvrdit ¢i vyvratit negativni efekt povrchové
ubiquitinace spermii na ¢asny embryonalni vyvoj U prasat. K oplozeni oocytl testovanymi
spermiemi z obou experimentalnich skupin (nizka a vysoka mira povrchové ubiquitinace) byla
pouzita metoda ICSI. Tento navrh experimentu se liSi od postupti v jinych laboratotich
zabyvajicich se podobnym tématem (Sutovsky et al., 2001b; Ozanon et al., 2005; Eskandari-
Shahraki et al., 2013). V Zadné ze zminénych publikaci nebyly k oplozeni pouzity spermie
rozdélené do skupin podle miry povrchové ubiquitinace, ale vzdy smésnd populace spermii.
Jejich vysledky tak jen porovnavaji procentudlni zastoupeni ubiquitinovanych spermii v daném

vzorku ejakulatu s GspéSnosti oplozeni a ¢asného embryondlniho vyvoje.

V prvnim experimentu byl zkouman vliv povrchové ubiquitinace spermii na ¢asny
embryonalni vyvoj 19-20 hodin po ICSI. Embryonalni vyvoj byl povazovan za fadny, pokud
byla po dané dobé pozorovana tvorba sam¢iho i sami¢iho prvojadra, nebo se embrya nachazela
ve dvoubunécném stadiu. Pti pouziti metody ICSI neni mozné oplodnit v§echny oocyty v jeden

Cas a doba mezi oplozenim a fixaci se tak miZze mezi jednotlivymi oocyty mirné lisit. To je
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divod, pro¢ byla u nékterych oocytii pozorovana pritomnost prvojader, zatimco u jinych jiz

zacalo ryhovani.

Tvorba prvojader je povazovana za kriticky krok v rdmci ¢asného embryondlniho
vyvoje u prasat (Lee et al., 2003). V nasem ptipadé byla pozorovana tvorba prvojader nebo
ryhovani embrya pramérné v 74 % piipadi pfi pouziti spermii s nizkou mirou povrchové
ubiquitinace a v 70 % ptipadd pii pouziti vysoce povrchové ubiquitinovanych spermii. Nebyl
vSak zaznamenan signifikantni rozdil v tvorb& prvojader mezi skupinou oocytl, kterd byla
oplozena spermiemi s nizkou mirou povrchové ubiquitinace a spermiemi vykazujicimi vysokou

miru povrchové ubiquitinace.

Druhy experiment se zabyval studiem vlivu povrchové ubiquitinace spermii na ¢asny
embryonalni vyvoj do stadia blastocysty (tyden po oplozeni). Byl zaznamenan signifikantni
rozdil (p<0,05) v primérném procentu embryi se zastavenym vyvojem ve dvoubunééném
stadiu mezi skupinou oocytti oplozenych spermiemi s nizkou (28 %) a vysokou (16 %) mirou
povrchové ubiquitinace. Pokud ale srovname celkové pocty embryi zastavenych ve vyvoji do
stadia. EGA (<2b + 2-4b) jsou rozdily mezi experimentalnimi skupinami statisticky
nesignifikantni (63% resp. 68%). Déle byl prokézan signifikantné lepSi vyvoj do stadia
blastocysty pfi oplozeni oocytl spermiemi s nizkou mirou povrchové ubiquitinace v porovnani
s oplozenim spermiemi s vysokou mirou povrchové ubiquitinace (p<0,01). Po tydnu kultivace
se oocyty oplozené spermiemi S nizkou mirou povrchové ubiquitinace vyvinuly do stadia
blastocysty primérné v 17 % ptipadi. Naopak primérny vyskyt embryi ve stadiu blastocysty

pii pouziti spermii s vysokou mirou povrchové ubiquitinace byl pouze 5 %.

Ziskana data jsou v souladu s jinymi publikacemi (Sutovsky et al., 2001b; Ozanon
etal.,, 2005), kde procento ubiquitinovanych spermii negativné koreluje s uspé$nosti
embryonalniho vyvoje (mira ryhovani) po IVF nebo ICSI. Zaroven potvrzuje moZnost pouziti
extracelularniho Ub jako markeru kvality spermii (Sutovsky et al., 2001a). Naopak rozdilny
vysledek byl zjistén ve studii Eskandari-Shahraki et al. (2013), ve které zaznamenali pozitivni
korelaci mezi intenzitou ubiquitinace a vyvojem embryi po ICSI. Tato zavislost byla
ve zminéné publikaci vysvétlena pomoci teorie hypoubiquitinace spermii V epididymis
(zhor$eni funkce selekéniho systému u nekterych kancl, podrobnéji popsano v kapitole
3.2.1.2).

Uspé&snost vyvoje embryi do stadia blastocysty u obou skupin (17 % pii pouZiti nizce

ubiquitinovanych spermii a 5 % V ptipad€ pouZiti vysoce ubiquitinovanych spermii) byla nizsi
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V porovnani s UspéSnosti vyvoje embryi do stadia blastocysty pii pouZiti Cerstvych spermii
(21 %). To mohlo byt zptuisobeno stresem, ktery spermie podstoupi béhem procesu tfidéni
a mrazeni (shrnuto Vazquez et al., 2009). Zajimavé je potom porovnani vysledkl tohoto pokusu
s vysledky experimentu, kde byly pouzity rozmrazené spermie (smésna populace spermii).
Uspé&snost vyvoje embrya do stadia blastocysty pii pouZiti rozmraZenych, ale netiidénych
spermii, byla 11 %. V porovnani s timto vysledkem byl vyvoj do stadia blastocysty lepsi
pii pouziti spermii s nizkou mirou povrchové ubiquitinace (17 %) a naopak horsi pii pouziti
vysoce ubiquitinovanych spermii (5 %). Tento vysledek opét ukazuje na mozné pouZiti

extracelularniho Ub jako markeru kvality spermii (Sutovsky et al., 2001a).

8.5 Vliv maskovani Ub epitopu na povrchu spermii na kvalitu ¢asného

embryonalniho vyvoje po ICSI

Pfedchozim pokusem byl prokazan horsi vyvoj embryi do stadia blastocysty v ptipadée
oplozeni oocytii spermiemi s Vysokou mirou povrchové ubiquitinace, tedy potencionalné
defektnich spermii. Otazkou ale je, jaky mechanismus k tomu vede. Horsi vyvoj embrya muze
byt zptisoben vlastnim poskozenim spermii (napt. zZlomy DNA) a extracelularni Ub tedy mize
slouzit pouze jako marker kvality spermii. Dal$i moznost a zaroven nase hypotéza je, ze
po oplozeni dojde Krozpoznani vysoce povrchové ubiquitinovanych spermii 26S
proteazomalnim komplexem oocytu a K naslednému zabranéni dal$iho vyvoje embrya

(Sutovsky et al., 2001b). Toto téma vSak nebylo Vv jinych publikacich blize zkoumano.

Mozné rozpoznani povrchového Ub spermii 26S proteazomalnim komplexem oocytu
po oplozeni a ptipadné zastaveni embryonalniho vyvoje bylo v nasi laboratoii testovano
pomoci metody ICSI. Ta umozZiiuje diky injekci spermie do ooplazmy zkoumat piimy vliv Ub
na ¢asny embryondlni vyvoj, v naSem piipad¢ vyvoj embrya do stadia blastocysty. K oplozeni
byla pouzita smésnd populace Cerstvych spermii ziskanid z rlznych inseminacnich davek
od rtiznych kanctu. V experimentalni skupiné byl povrchovy Ub spermii maskovan pomoci
protilatky proti Ub, zatimco spermie v kontrolni skupiné na sob&é nemély protilatku navazanou,

coz bylo ovéteno kontrolnim barvenim pomoci sekundarni protilatky.

V pfiipadé, Ze by naSe hypotéza platila, leps$i embryonalni vyvoj do stadia blastocysty
byl ocekavan po oplozeni oocytil spermiemi s maskovanym povrchovym Ub oproti kontrolni
skupiné. To se opravdu potvrdilo. Vyvoj embryi do stadia blastocysty byl signifikantné lepsi
pii oplozeni oocytl spermiemi s maskovanym povrchovym Ub v porovnani s kontrolni

skupinou (19 % vs. 10 %; p<0,05). Signifikantni rozdil (p<0,01) byl také zaznamenan
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Vv Cetnosti intaktnich spermii mezi skupinami (7 % V pfipadé pouziti spermii s maskovanym
povrchovym Ub a 15 % v kontrolni skuping). Vzhledem k tomu, Ze v ramci ptedchozich
experimentu se sortovanymi spermiemi nebyl prokazan vliv (pozitivni ¢i negativni) povrchové
ubiquitinace na tvorbu prvojader, je tento vysledek velmi piekvapujici a ukazuje na mozny
efekt maskovaci anti-Ub protilatky na lepsi pribéh dekondenzace hlavicky spermie. Tento
fenomén je v odborné literatuie zatim nezndmy a v laboratofi Skolitele bude tomuto tématu

vénovana pozornost v ramei dalSich studii.

Dal§im zajimavym, nikoliv pfekvapujicim, poznatkem byla vyS$s$i mira variability
vysledkt tohoto pokusu v porovnani s pfedchozim experimentem, kde byly pouZzity rozmrazené
spermie ziskané z jedné inseminacni davky. Jak jsem jiz zminila, kvalita spermii se velmi lisi
jak mezi jednotlivymi kanci, tak i mezi jednotlivymi odbéry ejakulatu konkrétniho kance (Roca

et al., 2006, shrnuto Gil et al., 2008).

Vysledky tohoto experimentu ukazuji na mozny vliv povrchového Ub spermii na ¢asny
embryonalni vyvoj. Zd4 se, ze Ub nemusi byt pouze markerem kvality spermii, ale mize hrat
roli 1 pfi rozpoznani nekvalitnich spermii oocytem po oplozeni, coz mize vést k zhorSeni ¢i
uplnému zastaveni embryonalniho vyvoje. Zptisob rozpoznani povrchové ubiquitinace spermii
s nejveétsi pravdépodobnosti zahrnuje 26S proteazomalni komplex oocytu, nicméné piesny
mechanismus je tfeba dale studovat. Cilem dalSich experimentti by mohlo byt studium vlivu
maskovani povrchového ubiquitinu u sortovanych spermii (nizce vs. vysoce povrchoveé

ubiquitinované spermie) nebo inhibice proteazomalniho komplexu oocytu.
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9. Zavér

Byla zvladnuta metoda ICSI, v&etné izolace oocytil. Uspé&snost vyvoje embryi do stadia

blastocysty byla srovnatelna s jinymi laboratofemi.

Nebyl prokazan signifikantni rozdil v tvorbé prvojader u oocytii oplozenych spermiemi

s nizkou nebo vysokou mirou povrchové ubiquitinace.

Byl prok4zan negativni efekt povrchové ubiquitinace spermii na kvalitu casného
embryonalniho vyvoje do stadia blastocysty. Tento vysledek potvrzuje moznost vyuzit

povrchovy Ub spermii jako negativni marker jejich kvality.

Byl zaznamenan signifikantné lepsi embryonalni vyvoj do stadia blastocysty u oocyta
oplozenych spermiemi s maskovanym povrchovym Ub pomoci protilatky proti Ub
V porovnani s kontrolni skupinou. Tento vysledek ukazuje na mozny vliv povrchového
Ub spermii pfi rozpoznavani defektnich spermii oocytem po oplozeni. Mechanismus
rozpoznani povrchové ubiquitinace spermii s nejvétsi pravdépodobnosti zahrnuje 26S

proteazomalni komplex oocytu, nicméné jsou nutné dalsi studie.
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