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Abstrakt

CD9 molekula akailen rodiny tetraspaninov je znama svojou Ulohouwocgse oplodnenia,
hoci jej detailnd funkcia nebola objasnend. Viaceublikovanych prac sa zaobera funkciou CD9
v procese oplodnenia na oocytoch, ale jej funkeiaspermiach eSte nebola Studovana. V tejto praci
sme sa zamerali na vplyv monoklonovej protilatkyAph IVA-50 (anti-CD9) na satfie a santie
gaméty poas in vitro oplodnenia. Zaznamenali sme inkiiy vplyv protilatky na oplodnenie
bovinnych oocytov v porovnani s kontrolou po pridanAb IVA-50 do oplodovacej kvapky
(P=0,013; **).
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Uvod

Oplodnenie je zlozity proces, ktory pozostava z hywwh komplexnych bunkovych a
biochemickych procesov, do ktorych je zapojenycloistvo molekul. Vyvrcholenim je fuzia
spermie a vajka a nasledne vytvorenie embrya [1]. Interakcia zngdmétami a splynutie
ich plazmatickych membran su procesy, ktoré figgli (ag’ viacerych proteinov
nachadzajucich sa na povrchu vkfi a spermie [2]. Medzi proteiny pobiice sa na
procese oplodnenia patria aj niektoré CD molekaekprimované na tkanivach a bunkach
santieho a santieho reproduéného traktu.

Molekula CD9 je 24-27kDa integralny membranovy glgkotein a jec¢lenom
superrodiny tetraspaninov. Bola detegovana na @aecke] membrane oocytov u mysi
[3,4,5] prasiat [6] a hovadzieho dobytka [7], nadtbcystach u mysi [4,8] a na epitelianych
bunkach endometria u mysi [9),di [10], krav [11] a prasiat [12]. Na spermiacHab@&D9
doposid detegovanad u mysi [13] a u oSipanych na spermidgmthadzajucich sa v
reproduknom trakte [12].

Molekula CD9 sa ztastiuje mnohych bunkovych procesov. Z doterajSich disie
vyplyva, Ze je multifunknym proteinom, ktory ovplywje adhéziu buniek, proliferaciu a
migraciu v imunitnom systéme [14]. PredoSlé Stugkdézali, Ze CD9 ma ulohu v procese
oplodnenia, a to vo fuzii spermie a ¥&@ alebo vo vazbe a fuzii spermie a &egi [3,4,5].
Vysledky experimentov, v ktorych boli oocyty opraané anti-CD9 protilatkou, ukazuju
inhibiciu vazby a fuzie gamét u mysi [15, 16, 18]. Inhibicia vazby a fuzie bola dokazana aj
u oSipanych [6] a hovadzieho dobytka [7].

Ciel'om tejto prace bolo otestaaplyv mAb IVA-50 na oba typy gamét pasin vitro
fertilizacie s pridanim protilatky priamo do oplanvacej kvapky.

Material a metédy

Monoklonova protilatka (mAb) IVA-50 bola pripravenda Ustave biochémie a
genetiky Ziv@ichov SAV v Ivanke pri Dunaji Standardnou hybriddrao technikou [19].
Izolacia, selekcia a dozrievanie bovinnych oocytowitro

Vajecniky odobraté od krav porazenych na bitinku sme gpracovanim premyli 1-
krat v 70% etanole (Slavus, SR) a 2-krat v teplgmoilogickom roztoku (0,9% NacCl (Sigma,
SR)). Nasledne sme aspiraciou pomocou ihly (18G¥triekaky ziskavali oocyty s
kumularnymi bunkami z folikulov v priemere 2-8mmgepiesli do Petriho misiek a vhodné



oocyty sme vybadavali pod svetelnym mikroskopom Olympus SD30 (s, Nemecko).
Oocyty sme pomocou mikrokapilary preniesli do matného média (médium TCM 199 +
Earle’s + GlutaMAX" (Life Technologies, SR) s pridavkami 10% FCS, t@snl
gentamycinu (Biotech, SR), 25mmdl.pyruvatu sodného (Sigma, SR), 5Ul/ml HCG a
5Ul/ml PMSG (Pluset (MiniTube, Nemecko)), ekvilimeného 2hod pred pouzitim pri 39°C
a vihkej atmosfére s 5% obsahom L£@O, Inkubator Binder 150, Nemeckoln vitro
dozrievanie (do metafazy IlI) prebiehalo v 500ul piké&ch maturéného meédia v pa
jamkovych dostikach (24hod, 39°C, 5% GPD(max. 50 oocytov na kvapku). Kumularne
bunky sme z oocytov odstranili vortexovanim 5mimédiu HEPES-TALP (113,8mmot.|
NaCl + 3,2mmolf KCI + 2,0mmol.* NaHCQ, + 2,7mmol. NaH,PO4 + 0,02mmol} Na
laktat (60% sirup) + 0,01lmofl HEPES + 2,3mmoli CaCh.2H,0 + 0,05mmol:
MgCl,.6H,0, s pridavkami 3mg.rill BSA, 8ul.mI* 25mM pyruvatu sodného (Sigma, SR),
0,05mg/ml gentamycinu).d&tené oocyty sméalej spracovavali.

In vitro oplodnenie

Bycie spermie uchovavané prilirei nizkej teplote (-186°C) sme po rozmrazeni 2-krat
premyli v SP-TL médiu (MiniTlube, Nemecko), predtyimmperovanom 2hod pri 37°C,
odstredenim pri 245xg 6min pri laboratornej tepl@ediment spermii sme resuspendovali v
SP-TL médiu, odstredili pri 245xg 5min pri labonatéj teplote. Ziskany sediment sme
rozsuspendovali v prislusSnom mnozstve IVF-TL m&dniTabe, Nemecko) tak, aby bola
vysledna koncentracia spermii 0,5.1fa jednu oploiovaciu kvapku (na 25 oocytov). K
oocytom do oplotiovacej kvapky sme pridavali 50ul spermii.

Maturované oistené oocyty sme rozdelili na skupiny, preniesdi kl/apiek IVF-TL
média, nasledne preniesli do opiogtacich kvapiek s PHE (D-penicilamin, hypotaurin a
epinefrin (Sigma, SR)), pridali prislusné mnoZsspermii a do jednej skupiny sme pridali
monoklonovu protilatku IVA-50 (10l protilatky/100umédia) a do druhej ako kontrolu
DMEM (10ul DMEM/100ul média), gaméty sme inkubav@éhod, 39°C, 5% C¢).

Na odstranenie spermii sme embrya vortexovali iminps5ml HEPES-TALP, &stené
embrya preniesli do ISM1 média (EAST PORT, Pramd@sledne do 40ul kvapky ISM1
média prekrytej 0,8ml mineralneho oleja ultrapudksB, Cleveland) a inkubovali (24hod,
39°C, 5% CQ). Embrya sme fixovali v 3,8% paraformaldehyde Trait§ premyli, preniesli
na podlozné skiko, zakvapli pripravkom Vectashield-DAPI (Vectobtaatories, Veka
BritAnia) na DNA farbenie a prikryli krycim skkom. Stav oplodnenia oocytov sme
vyhodnocovali pod epifluoresc&émym mikroskopom LeicaDM5500 B s digitalnou kamerou
Leica DFC340 FX pri 400 nasobnom #géni s vyuzitim Leica Advanced Fluorescence
software (Leica Mikro, SR).

Experimentalne Udaje sme vyhodnotili Mann-WhitnegnR Sum Testom s vyuzitim
programu Sigma Plot 10.0.

Vysledky a diskusia

Protilatku IVA-50 sme pridavali priamo do oploavacej kvapky, lebo sme
predpokladali vplyv na obe gaméty. Pri samotnontgse oplodnenia (n = 180 oocytov, 90
na skupinu, 30 na pokus) sme zistili signifikanpokles (P=0,013; **) v p&te oplodnenych
bovinnych oocytov v kvapkach s mAb IVA-50 (59,822433%) v porovnani s kontrolou
(79,82 £ 7,59%) (Graf 1. a Tatka 1.). Za oplodnené sme pokladali oocyty, ktoré bo
minimalne v Stadiu prvojadra (viditeé DNA Struktary dvoch polovych teliesok a jedna
prvojadrova Struktura). Nedozreté (v Stadiu zatodbo véku a metafazy I) a rozpadnuté
oocyty (nemali Ziadnu jadrova Struktlru, alebo destanud) boli pri konénom hodnoteni
vyradene.
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Graf 1. Priemerny p&et oplodnenych oocytov po pridani mAb do oplodacej kvapky
1. Oplodiovacia kvapka s mAb IVA-50
2. Kontrola - Oplodovacia kvapka s DMEM

Tabulka 1. Priemerny péet oplodnenych oocytov po pridani mAb do oglodacej kvapky

. priemerny poet smerodajna
skupina 1.pokus  2.pokus 3'p0ku%plodnenych oocytov  odchylka
Oplodiovacia kvapka
s mAD IVA-50 62,50% 58,33% 58,62% 59,82% 2,33%
Oplodiovacia kvapka g1 o0 71 430  86,21% 79,82% 7,59%
s DMEM

Vysledky naSich experimentov ukazali inhibiciu vizipermii uz na urovni ZP po
ovplyvneni intaktnych oocytov alebo spermii mAb RN6A u hovadzieho dobytka. V doteraz
publikovanych pracach nebol testovany vplyv na esooplodnenia pridanim protilatky do
oplodiovacej kvapky, ¢cim sa priamo ovplywujio obe gaméty p@ms celého procesu
oplodnenia.

Zaver
Prezentované experimenty ukazali inbiiyi vplyv protilatky IVA-50 na oplodnenie po
je pridani do oplotiovacej kvapky.
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Abstract

CD9 molecule is a member of tetraspanin family.réte in fertilization process was shown,
although detailed function of CD9 molecule in thiscess is not fully understood. There is a number
of papers concerning CD9 functian the process of fertilization on oocytes, bubdiion of
sperm has not yet been studiéd.our research we focused on the influence of rolomal
antibody IVA-50 (anti-CD9) on male and female gaeseduring in vitro fertilization. Inhibitory effect
of the antibody on fertilization of bovine oocyteas detected in comparison with control group after
the addition of mAb IVA-50 into the fertilizatiorroplet (P=0,013, **).



