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Raziskovalno nalogo "LoCevanje apoptoti¢nih merjas€evih semencic z uporabo magnetnih
mikrokroglic z vezanim aneksinom V",

nagrajeno z Univerzitetno PreSernovo nagrado, sta izvedli Studentki 5. letnika Veterinarske
fakultete, Tamara Dolen$ek in Tanja Knific.

Mentorica naloge je doc. dr. Petra ZrimSek in somentor doc. dr. Janko Mrkun.

Predstavitev nagrajenk

Tamara Dolensek se je rodila 26. aprila 1989 v Ljubljani. Gimnazijo je zakljucila na Zavodu
Sv. Franciska SaleSkega v Zelimljah kot zlata maturantka.

Tanja Knific se je rodila 9. julija 1988 v Kranju, kjer je Ekonomsko gimnazijo zakljucila z
odlicnim uspehom. Studentki sta se leta 2007 vpisali na Veterinarsko fakulteto Univerze v
Ljubljani. V Casu Studija sta obe redno napredovali in prejeli priznanje za najboljSi uspeh v
letniku;

amara Dolensek v tretiem letniku in Tanja Knific v drugem letniku.

Raziskovalha naloga obravnava programirano celi¢no smrt (apoptoza), ki prispeva k
neuspehom v postopkih asistirane reprodukcije kot tudi k padcu kakovosti zamrznjenega
semena. Ena od znacilnosti apoptoze, ki jo lahko uporabljamo v procesu odstranitve
apoptoti€nih celic iz semena, je eksternalizacija fosfatidilserina. Na podro¢ju humane
reprodukcije so za odstranitev apoptoti¢nih semencic iz semena Ze uspesno uporabili
metodo loCevanja celic z uporabo polimernih magnetnih mikrokroglic (MACS), konjugiranih z
aneksinom V, ki se veZe na fosfatidilserin. Omenjeno metodo za lo€evanje merjas€evih
semencic so prvi¢ uporabili v predstavljeni raziskavi, poleg te pa Se metodo z uporabo
magnetnih mikrokroglic, ki prepoznajo antigen v plazemski membrani apoptoti¢nih in mrtvih
semencic.

Z uporabo razliénih metod, kot je raCunalniSko podprta analiza semena, preto¢na citometrija
in klasicne metode za vrednotenje kakovosti semena so ugotovili, da se subpopulacije
lo€enih semencic med seboj razlikujejo v delezu apoptoti¢nih in Zivih semencic. Metoda
MACS za loevanje apoptoti¢nih in mrtvih celic pa je povzroc€ila znizano gibljivost in
prezivitveno sposobnost semendic kot tudi povecala delez morfoloskih napak na
semencicah. Rezultati kaZzejo na to, da metoda MACS ni primerna za lo€evanje merjas€evih
semencic pri pogojih, Ki so jih uporabili v raziskavi, kljub temu, da so metodo zZe uspesno
uporabili pri lo€bi humanih apoptoti¢nih semendic.

Obrazlozitev

Programirana celi€na smrt (apoptoza) prispeva k neuspehom v postopkih asistirane
reprodukcije kot tudi k padcu kakovosti zamrznjenega semena. Ena od znacilnosti apoptoze,
ki jo lahko uporabliamo v procesu odstranitve apoptoti¢nih celic iz semena, je
eksternalizacija fosfatidilserina (PS). Na podro¢ju humane reprodukcije so za odstranitev
apoptoti¢nih semencic iz semena Ze uspeSno uporabili metodo lo¢evanja celic z uporabo
polimernih magnetnih mikrokroglic (MACS), konjugiranih z aneksinom V, ki se veZe na PS.

Omenjeno metodo za loCevanje merjaS€evih semencic smo prvi¢ uporabili v predstavljeni
raziskavi, poleg te pa $e metodo z uporabo magnetnih mikrokroglic, ki prepoznajo antigen v



plazemski membrani apoptoti¢nih in mrtvih semencgic.Z metodo MACS smo pri locbi 12
vzorcev merjas€evega semena po tridnevnem hranjenju pri 16 - 17 °C pridobili dve frakciji
semena in sicer nevezano (neapoptoticne/Zive semencice) in vezano (apoptotiCne/mrtve
semencice). Z metodo pretoCne citometrije smo natancno, objektivho in v kratkem Casu
analizirali integriteto plazemske membrane semencic. Uporabili smo barvanje semencic z
aneksinom V, konjugiranim z Alexa Fluor 488 (A), in propidijevim jodidom (PI), ki nam je
omogocilo lo€bo semencic v S§tiri subpopulacije: zive (A-/Pl-), zgodnje apoptotiCne; Zive
(A+/PI-), pozno apoptotiCne in zgodnje nekroti¢ne; mrtve (A+/Pl+), pozno nekroticne; mrtve
(A-/PI+). Vezane frakcije, ki smo jih pridobili z obema omenjenima postopkoma MACS, se
med seboj niso razlikovale v nobenem testiranem parametru za ugotavljanje znacilnosti
semena; enako tudi ne nevezane frakcije. Subpopulacije zgodnje apoptotiénih in pozno
nekroti¢nih (mrtvih) semencgic smo zasledili v vseh vzorcih, vendar pa so bile omenjene
subpopulacije semencic v vecji meri zastopane v vezanih frakcijah kot nevezanih frakcijah in
izhodnih vzorcih. Najmanjsi delez Zivih semencic smo zasledili v vezanih frakcijah; le-ta se je
statisticno znacilno razlikoval od deleza Zivih semencic v izhodnih vzorcih.

Gibljivost in progresivna gibljivost, ki smo ju dolo€ili z racunalniSko podprto analizo semena
(CASA), sta se v nevezanih frakcijah statisticno znacilno znizali glede na izhodni vzorec,
enako tudi prezivitvena sposobnost semencic, dolo¢ena po barvanju z barvilom Hoechst.
Omenjenih parametrov v vezanih frakcijah ni bilo mogoce ovrednotiti, ker je bilo Stevilo
semencic v teh frakcijah premajhno, da bi z metodo CASA pridobili relevantne rezultate.
Metoda MACS je povzroCila morfoloSke napake na semencicah, ki smo jih ugotavljali z
barvanjem semencic z barvilom Giemsa.

V frakcijah po lo¢bi semencic se je pojavila neobiCajna anomalija na glavi, deleZz morfolosko
normalnih semencic se je statisticno znacilno zmanjSal, delez semencic z odlepljenim
akrosomom pa povecal glede na izhodni vzorec.

Z uvedbo komercialnega testa Halomax® smo fragmentacijo DNK ugotavljali v obliki velikega
"halo efekta", ki se Siri okrog glave semencice, pri ¢emer nismo opazili statisti¢no znacilnih
razlik med skupinami vzorcev, ugotovili pa smo pozitivno korelacijo med stopnjo
fragmentacije DNK in pojavom perzistirajoCe kapljice na semencicah v izhodnih vzorcih.
Metoda MACS za lo€evanje apoptoti€nih in mrtvih celic je povzroCila zniZzano gibljivost in
prezivitveno sposobnost semendic kot tudi povedala delez morfoloskih napak na
semencicah. Nasi rezultati kazejo na to, da metoda MACS ni primerna za loCevanje
merjas€evih semencic pri pogojih, ki smo jih uporabili v raziskavi, kljub temu da so metodo
ze uspesno uporabili pri loEbi humanih apoptoti¢nih semendic.



