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Abstrakt

S problémem neplodnosti se v souc¢asné dobé setkava 10 az 15 procent part. Pfitom
piiblizn¢ v 50 procentech piipadii se na problému podili muzsky faktor. VétSina pficin
muzské neplodnosti ziistavd nezndma. Proto je velmi aktualni otazka nalezeni jednoduchych
a v klinické praxi pouzitelnych néstroji diagnostiky muzské neplodnosti. V této praci jsme se
na zakladé¢ analyzy transkriptomu spermii pokusili najit geny, u nichz by mohl rozdil
v expresi mezi normalnimi a patologickymi spermiemi poskytnout informace o molekularni
podstaté patologie. Stanoveni exprese takovych genli by mohlo slouzit pro neinvazivni
diagnostiku muzské infertility. Do této studie bylo zahrnuto 67 vzorkd spermii vcetné 16
kontrolnich od zdravych muzi. Vzorky neplodnych pacientii byly rozdéleny do tii skupin
podle morfologie amotility na zakladé udaji  spermiogramu. Do  skupiny
astenoteratozoospermie bylo zatazeno 20 vzorkil vykazujicich snizenou motilitu a abnorméalni
morfologii, do skupiny astenozoospermie bylo zatazeno 15 vzorkli spermii s normalni
morfologii, ale snizenou motilitou, do tieti skupiny, normospermie, bylo zatazeno 16 vzorki
neplodnych pacientli s normalnim spermiogramem z hlediska poctu spermii, motility 1
morfologie.

Dvacet Ctyfi vzorktl ze vsSech Ctyf skupin (tfi skupiny infertilnich muzi a jedna
skupina kontrolni — sedm muzl s astenoteratozoospermii, pét muzi s astenozoospermii, Sest
infertilnich muzi s normalnimi parametry spermiogramu a Sest plodnych muzl jako kontrola)
bylo podrobeno analyze transkriptomu s vyuZzitim mikro¢ipové technologie. Z kandidatnich
genll s moznou diferencialni expresi jsme potvrdili diferencidlni expresi u osmi genil, u
jednoho genu, ARHGAPI17, jehoz exprese byla odliSna u neplodnych muzi s normélnim
spermiogramem ve srovnani s kontrolni skupinou, jsme diferencidlni expresi potvrdili na

celém souboru, tj. srovnanim 16 infertilnich pacientli s normospermii s 15 plodnymi muzi.

Kli¢ova slova:
Neplodnost (infertilita, sterilita), genetika neplodnosti, kandidatni gen, biomarkery,

diagnostika neplodnosti



Abstract

Currently infertility affects 10 to 15 percent of couples. In nearly 50% of all cases
male factor contributes to infertility of the couple. Majority of causes of male infertility
remains unexplained. For this reason, finding simple and clinically useful tools for improving
male infertility diagnostics can be important at present. Based on the analysis of sperm
transcriptome, in this diploma thesis we aimed to find genes that show differential expression
between normal and pathological sperm, this could provide information about molecular basis
of male infertility, moreover, expression profile of such genes in sperm could be employed for
noninvasive diagnosis of male infertility. This study was conducted by using 67 sperm
samples, including 16 control sperm samples from fertile men. The samples of infertile
patients were divided into 3 groups according to morphology and motility using results of
standard sperm evaluation according to WHO.

First group included 20 patients diagnosed with astenoteratozoospermia (low sperm
motility and abnormal morphology), second group was 15 patients diagnosed with
asthenozoospermia (normal morphology and low sperm motility), the third group comprised
16 samples from infertile patients with normal spermiogram. 16 control samples were from
fertile men (conception of their partners in less than 12 months before sperm evaluation) with
normal spermiogram.

Transcriptome analysis was performed using microarray technology on 24 semen
samples from 3 groups of infertile man and one control group (7 asthenoteratozoospermic,
5 asthenozoospermic, 6 infertile with normal sperm parameters and 6 fertile controls). From
candidate genes with possible differential expression, we confirmed 8 expression profiles
using quantitative real-time PCR. Moreover, we confirmed differential expression of one
gene, ARHGAPI7, using the entire sample set of 16 patients with idiopathic infertility with

normal spermiogram compared to 15 fertile men.
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1 Uvod

Za neplodnost, podle definice pouzivané Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO),
se povazuje onemocnéni, pii kterém nenastalo klinické téhotenstvi béhem 12 nebo vice
mésict pravidelného a nechranéného pohlavniho styku (Zegers-Hochschild et al., 2009).
Podle rGznych dat se stimto problémem setkdvd minimaln€ 10 % partd (Evers, 2002;
Meacham et al., 2007; Rezabek, 2008). P¥i¢emz piiblizné ve tieting piipad je problém na
stran¢ zeny, v dalsi tietiné je to muzsky faktor a ve zbylych ptipadech jsou problémy u obou
partnerd (Meacham et al., 2007). V 37 az 70 % ptipadi je tedy muzsky faktor jednou
z n¢kolika pficin neplodnosti (Agarwal et al., 2015).

Pfi¢inu muzské neplodnosti ve 30 % (Dohle et al., 2005) az 50 % (Hotaling, 2014)
pfipadii nelze urcit. Také neni jasny podil genetickych a environmentalnich faktort
zodpovédnych za muzskou infertilitu. Analyza diferencidlné exprimovanych geni ve
spermiich by mohla pomoci odhalit spolecné mechanismy nebo drahy vedouci k muZzské
infertilit¢. Navic by mohly diferencidlné exprimované geny slouzit jako kandidatni
biomarkery pro neinvazivni diagnostiku muzské sterility (Yatsenko et al., 2006). Zv1ast’ je to
dalezité, kdyz na strané zeny ani muZe neni zjevnd porucha. Diive neZ zena podstoupi
narocné a drah¢ techniky diagnostiky a pokusy o in-vitro fertilizaci, je vhodné ur€it, jestli neni
problém na strané muze a na zdklad¢ toho vybrat vhodny zptsob feSeni problému. Z tohoto
hlediska by bylo potencialné prospesné najit biologické markery neplodnosti pro ptipady, kdy
spermiogram muZe nejevi zndmky patologie.

Cilem této diplomové prace je pomoci modernich metod molekularni biologie, jako
jsou celogenomova analyza na mikro€ipech a kvantitativni real-time PCR prozkoumat expresi
gentll na Urovni celého transkriptomu lidskych spermii. Na zaklad€ porovnani tUrovné exprese
genli ve spermiich muzi trpicich neplodnosti s genovou expresi ve spermiich plodnych
jedinct je cilem pokusit se odhalit spole¢né drahy a pokusit se najit geny s vyraznym
rozdilem v expresi, které by mohly mit vliv na plodnost a bylo by mozné je vyuzit v klinické
diagnostice pfi stanoveni pficin neplodnosti.

Teoretickd ¢ast této prace je zaméfena na reSerSe na téma modernich poznatkii o RNA
ve spermiich — jeji funkci, informaci, kterou lze ziskat z RNA pomoci modernich
diagnostickych metod a moznych pfi¢in muzské infertility, které lze odhalit na zakladé¢

transkriptomu spermii.
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Praktickd cast je v€novana samotnému vyzkumu RNA spermii infertilnich muza
a porovnani vysledkii s kontrolni skupinou plodnych jedinct. Vyzkum byl provadén pomoci
mikro¢ipové technologie, ovéfeni vysledki se provadélo pomoci kvantitativni Real Time

PCR. Ziskana data byla analyzovana pomoci software Ingenuity Pathway Analysis.
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2 Cile prace

Zavést metodu izolace RNA spermii, pomoci mikro¢ipové technologie urcit
diferencialné¢ exprimované geny ve tfech skupinach neplodnych muzii a porovnat je
s kontrolni skupinou fertilnich jedinct. Pokusit se urcit spolecné drahy, které by mohly mit
vliv na muzskou infertilitu a najit kandidatni geny, které by mohly byt pouzity jako
biomarkery muzské neplodnosti. Ovétit diferencidlni expresi piipadnych kandidatnich gent

pomoci kvantitativni PCR v redlném case na vétSim poctu vzork.
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3 Prehled literatury
3.1 Neplodnost

Neplodnost je vétSinou vniména jako nemoc parti a vySetieni je provadéno u obou
partnerd. Pro 1éCbu se pouzivaji rizné metody asistované reprodukce. Proto je velmi zadouci
urCit pri¢inu, aby bylo mozné najit nejvhodnéjsi zplisob feSeni problému. V urcitych
piipadech je vhodné pouzit pro umélé oplozeni spermie zdravého donora, oocyt darkyné nebo
zvazit i adopci ditéte.

Pocet part trpicich problémem neplodnosti neni pfesné¢ znam, rizné studie uvadéji, ze
je to minimalné 10 % part. Také se hodné 1i8i data o podilu muzského a Zenského faktoru
a jednotlivych pfic¢in. Rozdily jsou pravdépodobné dany riznymi metodikami vyhodnocovani
a regiondlnimi odliSnostmi. V dalSim odstavci jsou uvedena data dvou autorti, ktera
nezahrnuji v§echny mozné udaje, ale ukazuji typické Cetnosti riznych pficin neplodnosti.

Mezi casté priciny neplodnosti u zen patii problémy s ovulaénim cyklem -
oligoamenorea a amenorea, a to v 21-25 % ptipadt (Hull et al., 1985; Wilkes et al., 2009),
neprichodnost vejcovodi 14-18% (Hull et al., 1985; Wilkes et al., 2009). Nejcastéjsi
poruchou na muzské strané je porucha spermatogeneze, ktera byla diagnostikovana v 25-26%
ptipadd (Hull et al., 1985; Wilkes et al., 2009). V 28-38% piipadi se pficinu nepodafilo
odhalit (Hull et al., 1985; Wilkes et al., 2009).

Vék partnert také hraje velkou roli v pravdépodobnosti otéhotnét. Zeny do 30 let
otchotni s pravdépodobnosti 20 % az 25 % béhem jednoho menstruaniho cyklu. V 35 letech
pravdépodobnost otchotnét klesa na 15 %, ve 42 letech se pravdépodobnost spontanniho
poceti ditéte blizi se k nule (Rezabek, 2008). V posledni dobé se také Easto hovoii o vlivu
veéku otce na UspeSnost spontanniho poceti. Je prokazano, ze s vékem klesé kvalita spermatu.
Pti porovnavani vzorkl od pacientli v riznych vékovych skupinach se zjistilo, ze u 50letych
muzl v porovnani s 30letymi je o 22 % mensi objem spermatu, motilita je niz$i o 37 % a
normalnich spermii je méné o 18 % (Kidd et al., 2001).

3.1.1 Priciny a diagnostika muZské neplodnosti

Ackoli problém neplodnosti je velmi aktualni a v soucasnosti v tomto oboru probiha
intenzivni vyzkum, o pfi¢indch muzské neplodnosti zatim nejsou naSe znalosti uspokojivé.
Protoze plvodné pii 1écb€é neplodnosti byla pozornost zaméfena na zeny, vyvoj

diagnostickych a lécebnych metod se rozvijel zejména v tomto sméru. Studiu muzské
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neplodnosti bylo vénovano méné pozornosti. Kviili tomu je i dnes o molekularnim sloZeni
spermii je$té malo znamo (Garrido et al., 2013).

U muzl se vySetfuje fyziologicky stav pohlavnich organii, aby bylo mozné vyloucit
mozné patologie, které mohou mit vliv na plodnost. Jednou z Castych patologii je varikokéla —
rozsifeni zilni pletené¢ vedle chdmovodu, kvili které se zvysuje teplota Sourku (Ding et al.,
2012). V tomto ptipad¢ spermie, které pro vyvoj potiebuji teplotu nizsi, nez je télesna,
vykazuji patologické znamky. U muzl s diagnostikovanou neplodnosti se tento stav vyskytuje
ve 40-70 %, ale 1 ve skupiné plodnych muzi je varikokéla nalezena v 15 az 20 % (Schauer et
al., 2012). VétSinou se po operaci u pacienta zlepSuje kvalita spermii. Mezi dalSimi pfi¢inami
ovliviiyjicimi plodnost jsou posSkozeni varlat a poruchy vnéjSich pohlavnich organt (Zvéfina,
2010a). Vétsina pacientl ale spada do skupiny s idiopatickou neplodnosti.

VysSetteni ejakulatu je rutinni metodou diagnostiky v piipadé problémi s pocetim.
Parametry posuzované pti vysetfeni spermiogramu podle WHO (WHO, 2010) s minimalnimi
hrani¢nimi hodnotami jsou uvedeny v tabulce 1. Podle téchto parametri spermiogramu pak je

urcen stav pacienta (Tab. 2).

Tab. 1 N&které parametry spermiogramu podle norem WHO z roku 2010 (WHO, 2010)

Parametr Dolni hranice
Objem ejakulatu 1,5

Celkovy pocet spermii 39 mln v ejakulatu
Koncentrace spermie 15 mlnna 1 ml
Celkova motilita 40 %

Progresivni motilita 32 %

Vitalnost (pocet Zivych spermii) 58 %

Spermie s normalni morfologii 4%

14



Tab. 2 Diagnézy stanovené na zaklad¢ vySetieni spermiogramu podle WHO 2010 (WHO,
2010)

Nazev diagndzy Nalez spermiogramu

Aspermie Neni ejakulat

Astenozoospermie Progresivni motilita pod hranici referencni meze
Astenoteratozoospermie Progresivni motilita a morfologie pod hranici referen¢ni meze
Azoospermie Nejsou spermie v ejakulatu

Nizky celkovy pocet nebo koncentrace a zaroven nizka

Oligoastenozoospermie ., o
progresivni motilita

Nizky celkovy pocet nebo koncentrace a zaroven nizké

Oligoastenoteratozoospermie . onr ., .
procento spermii s normalni morfologii a motilitou

Teratozoospermie Nizké procento morfologicky normalnich spermii

. Pocet spermii, progresivni motilita a procento morfologick
Normospermie P Prog P Bicky

normalnich spermii nad referen¢ni mezi

3.1.2 Metody lécby muzské neplodnosti

Pro 1écbu muzské neplodnosti v zavislosti na pfi¢indch se pouzivaji chirurgické
metody a také hormonélni a nehormonélni terapie. Velmi Casto se parim s neplodnosti
nabizeji rizné metody asistované reprodukce. V ptipadé muzského faktoru se nejcastéji
pouzivaji ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection) — intracytoplasmaticka injekce spermie,
kdy je spermie pomoci specidlni sklenéné kapilary pod mikroskopem injektovana piimo do
oocytu. Tato metoda dava nad¢ji na vlastniho potomka muzim, ktefi maji v ejakulatu
spermie, ale je jich pfili§ malo, jsou malo pohyblivé, maji Spatnou morfologii nebo nejsou
schopny fertilizace. Kromé& toho spermie mohou byt ziskany znadvarlat (MESA -
Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration) nebo varlat, kdy je nékolik moZnosti: TESA
(Testicular Sperm Aspiration), cTESE (Conventional Testicular Sperm Extraction) a micro-
TESE (Microdissection-TESE) (Bernie et al., 2015). Tyto metody jsou hodné vyuzivany ve
spojeni s introcitoplazmatickou injekci spermii u muzi s neobstrukéni azoospermii, ktera je
charakteristickd nepfitomnosti nebo defektem germindlniho epitelu a spocivd ve
vyrazné poruse tvorby spermii ve varlatech (Zvétina, 2010b). Pfi pouziti téchto technik je
nejvyssi pravdépodobnost ziskani spermii pii pouziti micro-TESE, na druhém misté je cTESE

a na tfetim mist¢ je TESA (Bernie et al., 2015).
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3.2 Spermie — stavba, vyvoj, zrani

Spermie jsou velmi specializované haploidni bunky Zzivoc¢iSného organismu, které
slouzi k pohlavnimu rozmnoZzovani. Jejich diferenciace a zrani probihd v muzském pohlavnim
ustroji. U muza reprodukéni systém ziistava funkeni od puberty do pozdniho stafi. Denné se
vytvaii 200400 miliont spermii (Kittnar, 2011). Spermie vznikaji ve varlatech. Varlata
kromé toho produkuji pohlavni hormony, hlavnim z nich je testosteron. Pro vyvoj spermii je
dulezita teplota o 2-3 stupné¢ nizSi nez télesnd. Samotny vznik spermii probiha
v semenotvornych kandlcich, které pak tsti do nadvarlete, kde jsou zralé¢ spermie uskladnéné.

Stavba spermie je zobrazena na obrazku 1.

Obr. 1 — stavba spermie, upraveno podle https://cs.wikipedia.org/wiki/Spermie
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3.2.1 Spermatocytogeneze

Spermie vznikaji v semenotvornych kandlcich varlat ze spermatogonii -—
progenitorovych diploidnich bunék, které maji omezené mnozstvi déleni. V semenotvornych
kanalcich se nachazeji nediferencované spermatogonie, které také zahrnuji skupinu
spermatogonidlnich kmenovych bunék, které jsou schopné délit se a tim padem stale
dopliovat populace spermatogonii. Diploidni spermatogonie se diferencuji béhem dal§iho
dé€leni na spermatocyty (de Rooij, 2017).

Diploidni primarni spermatocyt vstupuje do prvniho meiotického dé€leni. Vznikaji
sekundéarni spermatocyty, které pak pokracuji ve druhém meiotickém déleni, po dovrSeni
kterého vznikaji haploidni buniky — spermatidy. Po celou tuto dobu jsou bunky propojené
cytoplasmatickymi mustky.

3.2.2 Spermiogeneze

Proces premény spermatidy ve spermie se nazyva spermiogeneze. Kulatd spermatida
se proméni na spermie s bi¢ikem. Béhem spermiogeneze z Golgiho aparatu buiky vznika
akrosom — specificky vacek, ve kterém jsou uloZeny enzymy dulezité pro prinik do oocytu.
Jadro je maximalné kondenzovano, buiika se diferencuje na hlavicku, spojovaci oddil a bicik.
V bunice ziistava jen minimalni ¢ast cytoplasmy, mitochondrie se uspotradaji do tésné
Sroubovice a vytvoii mitochondridlni pochvu (Moore and Persaud, 2002). Spermie jsou
uvolnény do lumen semenotvorného kanalku.

Cely proces spermatogeneze vcetné spermiogeneze trva u ¢loveéka kolem 74 dnti. Dalsi
zrani spermie probiha v nadvarleti béhem procesu zvaném epididymalni maturace. Spermie,
z ejakulatu jesté nejsou schopny oplozeni. Dalsi pfiprava na oplozeni probiha v zenském
pohlavnim ustroji. Proces se nazyva kapacitace a trva ptiblizn¢ 7 hodin (Moore and Persaud,

2002).

3.3 Genomika, transkriptomika a proteomika spermii

3.3.1 DNA a RNA ve spermiich

Spermie maji velmi kompaktni jadro a obsahuji malo cytoplasmy. DNA zralych
spermii je velice kondenzovand. Nukleozomy — proteinové komplexy tvofené histony, které
v buiikach zajistuji kondenzaci DNA do kompaktniho chromatinu jsou ve spermiich
nahrazeny protaminy — na arginin bohatymi malymi proteiny, které dovoluji uspotadat DNA
do kompaktngjsi struktury. Ve zralych spermiich nebyla nalezena transkripéni aktivita. Kromé

toho absence transkripce je zajiSténa plnou inaktivaci ribosomdlnich RNA specifickym
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Stépenim (Johnson et al., 2011). Nicméné, malé mnozstvi riznych druhit RNA ve zralych
spermiich bylo prokdzano u savci, nejprve u potkani v roce 1989 (Pessot et al., 1989),
u Clovéka v roce 1993 (Kumar et al., 1993).

Do spermatogeneze je zapojeno vic nez 2300 genli, které musi ve spravny Cas a
na spravném misté plnit svoji funkci, aby se vytvofila diferencovand spermie schopna
oplozeni oocytu. (Carrell et al., 2016).

Intensivni vyzkum molekularnich pfi¢in neplodnosti probiha od devadesatych let 20.
stoleti a hledani genetickych faktort se provadi na zdklad¢ zkoumani chromosomalnich zmén,
mutaci, jednonukleotidovych polymorfizmii - SNP (single nukleotide polymorfism) a analyzy

transkriptomu a proteomu (Krausz et al., 2015).

3.3.2 Poruchy na urovni DNA

Pii genetickém vySetieni muzské neplodnosti se v prvni fadé vysetiuji odchylky
v karyotypu (Klinefelteriv syndrom, chromosomalni translokace), mutace v genu CFTR -
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator a mikrodelece Y-chromozomu v oblasti
AZFa, AZFb a AZFc. (Barratt et al., 2017).V né¢kolika studiich byl prokdzan vliv variant
(SNP) v genu MTHFR - methylenetetrahydrofolate reductase na neplodnost (Krausz et al.,
2015).

Pfi¢iny neplodnosti na Grovni DNA mohou byt monogenni, zplsobené velmi
vzacnymi alelami ,,velkého Gc¢inku®, nebo polygenni, zplisobené alelami malého uc¢inku, které
mohou byt v populaci relativné béZzné. Monogenni pfi¢iny jsou nachazeny zejména sekvenaci
kandidatnich genti, exomu nebo genomu u postizenych muzd s moznou familiarni formou
neplodnosti, napt. u autozomdlné recesivni dédicnosti jsou to dva nebo vice postizenych
bratri a/nebo konsangvinita rodi¢ii. V reprodukénim fenotypu téchto muzii miZzeme ocekavat
vyrazné a neménné poruchy vsech typtl, izolované i kombinované. U astenozoospermie a
teratozoospermie bude postizeno vysoké procento spermii. Podle recentnich piehledovych
¢lankd jsou jiZz nyni znamy desitky monogennich forem neplodnosti muzi a dalsi rychle
ptibyvaji (Mitchell et al., 2017; Ray et al., 2017). Ray a kolektiv (Ray et al., 2017) explicitné
uvadi téchto 10 gend pro ,kvalitativni poruchy spermii“ AURKC, DPYI9L2, SPATAIG6,
SPATA6, DNAHI, SEPT12,CATSPERI, CATSPER?2, SLC26A4A8a PLCZI, zatimco Mitchell
s kolektivem (Mitchell et al., 2017) uvadi 7 geni spjatych s ,,kvantitativnimi poruchami®, tj.
vesmes s azoospermii méné Casto 1 oligozoospermii: MCMS8, NPAS2, SYCEI, TAF4B, TEXI1,
TEX15 a ZMYNDIS5. V recentngjSim piehledu, ktery se ale primarné zabyva piinosem

sekvenovani nové generace pro genomiku muzské neplodnosti (Robay et al., 2018) je
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uvedeno 28 gent z celkem 23 studii (ADGRG2, CFTR, DNAH6, DNMT3L, HLA-DQAI,
HLA-DRBI1, MAGEB4, MEIOB, NPAS2, SIRPA, SIRPG, SPINK2, SYCEI, SYCP3, TAF4B,
TDRDY, TEX14, TEX15, ZMYNDI15, BRDT, CEP135, DNAHI, NPHP4, SUNS5, CFAP43,
CFAP44, CFAP65, DNAHI, SPAGI17). Lze ocekavat, ze celkové takovych genii budou
stovky, lze-li soudit podle poctu gent, jejichz mutace vyvolavaji analogicky reprodukéni
fenotyp u mysi (¢i vzacné u jinych modelovych zvitat), viz napi. (Liska, 2003). Mouse
Genome Informatics obsahuje pies 1000 unikatnich fenotypti spojenych s neplodnosti samcti

(http://www.informatics.jax.org/mp/annotations/MP:0001925).

Polygenni pficiny neplodnosti jsou odhalovany zejména pomoci celogenomovych
asocia¢nich studii, testovanim asociace jednonukleotidovych polymorfizmti — SNP (single-
nucleotide polymorphism) s neplodnosti u velkych kohort neplodnych muzi a plodnych
kontrol (Carrell et al., 2016). Ptesto, Ze byla takovych studii provedena celd tada, jejich
vysledky jsou ¢asto nejednoznacné, mj. 1 kvili malému poctu vzorka (Carrell et al., 2016).

Ve svém piehledovém ¢lanku S. Krausz (Krausz et al., 2015) uvadi 314 SNP v 123
genech, které¢ by mohly mit vliv na neplodnost. Mezi nimi jsou jak geny, jejichZ produkty se
ucastni obecnych bunéénych procest, tak 1 geny se specifickou roli ve spermatogenezi nebo
endokrinnich funkcich. Jen u 10 gena existuji metaanalyzy - CYPIAI, DAZL, ESRI, ESR2,
MTHFR, NOS3, POLG TP53 a USP26, pticemz jejich vysledky nejsou jednoznacné, coz
muze byt zplisobeno etnickymi nebo teritoridlnimi trendy. Lze uzaviit, Ze asociacni studie
zatim neodhalily obecné markery infertility na urovni SNP, kvilli obtizné replikovatelnosti
vysledkt (SNP odhalené v riznych studiich se vétSinou nepiekryvaji), navic maji jednotlivé
SNP jen maly tc¢inek (nizké odds ratio) (Krausz et al., 2015). Je mozné fici, Ze polygenni
pfi¢iny neplodnosti muzii jsou spiSe na okraji zajmu, o tom vypovida i fakt, Ze databaze
GWAS uvadi jen dvé studie (po jedné pro klicova slova ,,male fertility* a ,,male infertility*,
viz https://www.ebi.ac.uk/gwas/).

Vyznamna pozornost je také vénovana epigenomice spermii u neplodnych muzi, tj.
parametrim jako je rozdilny podil histoni k protamintim, a hypo- nebo hypermetylace DNA.
Dulezitost této problematiky je zifejma v souvislosti s technikami asistované reprodukce, kdy
se zvysuje riziko chorob spjatych s epigenetickymi poruchami, jako je syndrom Silver-Russell
a Beckwith-Wiedemann. V této souvislosti je zajimavé, ze spermie s lepSi kvalitou a
integritou DNA, ziskané pomoci centrifugace v gradientu hustoty, maji vyznamné odlisSny

epigeneticky profil v porovnami s netfidénymi spermiemi. (Yu et al., 2015)
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3.3.3 Odchylky proteinového profilu u neplodnych pacienti

Dalsi z postupti, ktery by pomohl odhalit déje béhem spermatogeneze a navést na
mozné molekularni pfi¢iny neplodnosti, je zkoumani proteinového profilu spermii a
porovnani skupin neplodnych jedincii s kontrolnimi. Proteiny, které maji vliv na Gspésné
oplozeni nejsou jenom ze samotnych spermii, ale i ze semenné tekutiny, kterd ma dualezitou
funkci béhem maturace a kapacitace spermii (Jodar et al., 2016a).

Dosud bylo v lidskych spermiich odhaleno vice nez 6 tisic riiznych proteinti (Mohanty
et al., 2014, Jodar et al., 2017). Proteiny, spojené s procesy kondenzace DNA, transportem a
upravami RNA byly nalezeny v hlavicce spermie. Kromé toho byly v hlaviéce odhaleny
proteiny, jejich funkce je ve spermiich blokovana a spociva v procesech spojenych s replikaci
a opravami DNA (Gonzalez-Marin et al., 2012). Nejjednodu$sim vysvétlenim je, Ze se jedna
o poziistatky z procesu spermatogeneze.

Ve svém piehledu, mapujicim publikace o proteomickych studiich spermii, Mohanty a
kolektiv (Mohanty et al., 2015) uvadi fadu proteind, které by mohly byt moznymi biomarkery
neplodnosti. Tyto proteiny patii do nckolika skupin podle vykonavané funkce nebo
mechanizmu vzniku neplodnosti. Jeden z faktor negativné ovlivitujicich schopnost oplozeni
je zvySeny oxidativni stres spermii. Mezi proteiny spojenymi s oxidativnim stresem byl
prokéazan rozdil v expresi u MDH2, TGM4, GPX4, GLUL, HSP90B1 a HSPAS. U pacient
s astenozoospermii byl odhalen rozdilny obsah proteini, DLD, FH a ECHI, u pacientd
s globozoospermii pak ODF2, SPAM1 a SPANX.

3.3.4 Hledani pri¢in neplodnosti na irovni transkriptomu spermii

Tato prace je zaméfena na vyzkum RNA spermii jako prostiedniho clanku mezi
nosi¢em informace DNA a kone¢nym produktem — proteinem. Pravé rozdil v expresi
nekterych gent ve skupindch infertilnich muz v porovnéni se zdravymi jedinci, kdy neni
zjevnd fyziologicka ani genetickd porucha, by mohl pfispét k pochopeni mechanismu
vedouciho k infertilit¢, pfipadné k pochopeni molekularnich drah zicasnénych v téchto
procesech.

Podle fady autorti by mohla RNA ve spermiich byt nejen pozistatkem procesu zrani
spermii, ale mit 1 dileZitou funkci v ¢asném embryondlnim vyvoji jedince (Ostermeier et al.,
2004). RNA ve spermiich by mohla poskytnout informace o prib¢hu vyvoje spermii béhem
spermatogeneze a slouzit jako biomarker pfi zkoumani muzské neplodnosti (Jodar et al.,

2013).
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3.3.5 RNA ve spermiich a jejich role

Intenzivni transkripce pii vyvoji spermii probiha ve stddiu kulatych spermatid. Pak je
DNA v buiice vysoce kondenzovana diky vyméné histonti za protaminy a transkripce v buiice
je umlcena. Ve zralych spermiich lze nalézt rizné RNA kodujici proteiny nezbytné pro
oplozeni a ¢asny embryonalni vyvoj (Jodar et al., 2016b).

Predpoklada se, ze i ve zralych spermiich mtze byt transkripcni a translacni aktivita,
ale jen v mitochondriich a nikoliv v cytoplasmé¢ (Miller and Ostermeier, 2006; Maclaughlin
and Terner, 1973). Celkovy obsah RNA v lidskych spermiich se odhaduje na 48—137 ng na 1
milion bunék (Goodrich et al., 2007). Vice nez polovina RNA ve spermiich (52 %) jsou
translatované RNA (mRNA) (Jodar et al., 2016b). Produkty téchto transkriptd jsou zapojeny
do drah spojenych se spermatogenezi, diferenciaci ve spermatidy a také regulaci.

Kromé toho ve spermiich byly nalezeny RNA dosud neznamé funkce, které nebyly
nalezeny v somatickych bunkach, ale byly v relativné velkych mnozstvich nalezeny
ve spermiich, coz mize svédCit o jejich dulezité roli pravé ve funkci téchto bunck (Jodar et
al., 2013).

3.3.6 Kodujici RNA
Je prokédzano, ze spermie obsahuji fadu stabilnich mRNA, které hraji dilezitou roli

v reprodukci (Garrido et al., 2013). Nékteré mRNA jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 3 Nékteré druhy mRNA, nalezené ve zralych spermiich (Garrido et al., 2013)

mRNA Autor

c-MYC Kumar et al., 1993

proteiny tepelného Soku 70 a 90 Wykes et al., 1997

beta aktin Wykes et al., 1997

lidské leukocytarni antigeny Chiang et al., 1994

vapnikové kanaly typu L Goodwin et al., 2000

N-kadherin Goodwin et al., 2000

estrogenove receptory Durkee et al., 1998

cyklické nukleotidové fosfodiesterazy Richter et al., 1999

Integriny Lambard et al., 2004

Aromatazy Lambard et al., 2004

syntazy oxidu dusnatého (NOS) Lambard et al., 2004
glutathionperoxidazy 1 a 4 Garrido et al., 2004, Meseguer et al., 2004
Glutathionreduktazy Garrido et al., 2004, Meseguer et al., 2004
transkrip¢ni faktory NF-kB, HOX2A, ICSBP | Dadoune et al., 2005

proteinkinaza JNK2 Dadoune et al., 2005
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rustovy faktor HBEGF Dadoune et al., 2005

receptory RXRp a ErbB3 Dadoune et al., 2005

Pomoci mikrocipové technologie byly nalezeny tisice mRNA spermii, které jsou
zodpovédné za velkou $kalu rtiznorodych dé&ji dulezitych pro spermatogenezi nebo rany
embryonalni vyvoj. Pro ucast v embryonalnim vyvoji hovoii fakt, Ze ¢ast téchto RNA nebyla
nalezena v neoplozeném oocytu (Garrido et al., 2013). Krom¢ toho se ve spermiich nalézaji
mRNA, jejichz produkty se podileji na bunééné proliferaci (Ostermeier et al., 2005).

Velmi zajimavy potenciadl predstavuji kodujici RNA, které nejsou asociovany
s proteinovym profilem spermii, u nich se pravé piredpoklada, ze mohou hréat roli v reaktivaci

transkripce a casném vyvoji (Jodar et al., 2016b).
3.3.7 MikroRNA (miRNA)

V posledni dobé velkou pozornost védct pritahuje role miRNA ve spermiich kvili své
funkeci regulatoru genové exprese. miRNA v burice hraji dulezitou roli v negativni regulaci
translace mRNA. Tento d€j je velmi intenzivni béhem diferenciace bun¢k, véetné diferenciace
spermii béhem spermatogeneze, miRNA se vSak podileji i na zachovani kmenovosti
spermatogonii (Mciver et al., 2012). Bylo zpracovano nékolik studii pro stanoveni pfitomnosti
miRNA ve spermiich a jejich role béhem spermatogeneze. Bylo detekovano nékolik desitek
miRNA s rozdilnou expresi ve skupinach neplodnych muzi v porovnani s plodnymi (Abu-
Halima et al., 2014). Mezi nimi jsou Ucastnici bunécné diferenciace, migrace, apoptozy a
zachovani kmenovosti bunék a regulatory bunééného cyklu (Mciver et al., 2012).

3.3.8 piRNA (PIWI-interacting RNAs)

Jedn4 se o malé nekddujici RNA v bufice interagujici s proteiny podskupiny piwi,
které patii do skupiny Argonaut. Hlavni tllohou piRNA je potlaceni exprese transpozond, a to
jak na Urovni transkripce, tak i post transkripéné (Goh et al., 2015). U savcl jsou piRNA
exprimovany zejména v muzskych gonadach, jsou dlouhé 24 aZ 31 nukleotidi a v sekvenci
maji na prvnim misté uracil (Pantano et al., 2015). piRNA savcil hraji dileZitou roli béhem
spermatogeneze. Mutace, které blokuji funkce piRNA, vedou k poskozeni pohlavnich bun¢k a

sterilité jak u bezobratlych, tak u obratlovct (Clark, Josef P., 2014).
3.3.9 RNA jako markér neplodnosti

Vétsinu klinickych studii zacilenych na vyzkum transkriptomu spermii lze podle
technologii rozd¢lit na dva typy — za pouziti mikro€ipové technologie a za pouziti

sekvenovani nové generace. Prvni varianta je mén€ finan¢né¢ naro¢nd na rozdil od
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sekvenovani nové generace a je jednodusSi z hlediska analyzy dat. Sekvenovani nové
pozadavky na zpracovani dat (Carrell et al., 2016).

Prvni pokusy prozkoumat RNA spermii pomoci mikroCipové technologie byly
provedeny relativné neddvno. Prvni prace, kterd se zabyvala transkriptomem spermii, byla
studie Ostermeiera, jehoz vysledky byly publikovany v roce 2002 v ¢lanku ,,Spermatozoal
RNA profiles of normal fertile men* (Ostermeier et al., 2002). Pomoci mikroCipové
technologie bylo vyhodnoceno 19 vzorkii varlete a devét vzorkl spermatické RNA plodnych
muzi. Ve skupiné vzorkll spermii byly nalezeny geny spojené s ¢asnym vyvojem embrya a
predpokladd se, ze RNA spermii miize pfispivat k vyvoji zarodku pfed a po aktivaci
embryonalniho genomu. Jeho zavérem byla mySlenka, Ze mRNA spermii lze vyuZzit pro
sledovani vyvoje spermii béhem spermatogeneze a Ze lze tuto technologii pouzit pro
neinvazivni diagnostiku neplodnosti (Ostermeier et al., 2002).

V roce 2007Adrian E. Platts a kolektiv (Platts et al., 2007) publikovali vysledky
porovnani RNA spermii od 17 zdravych jedinct a 14 pacientil, jejichz spermiogram prokazal
teratozoospermii.Vyrazny rozdil v expresi byl detekovan u genii z ubiquitin-proteasomalni
drahy. U skupiny s teratozoospermii byla exprese potlacena, coz muize naznalit pii¢inu
neplodnosti v neschopnosti buniky provést cilenou degradaci proteinti béhem diferenciace.

V praci Garrido a kolektivu (Garrido et al., 2009) zroku 2009 byla provedena
mikro€ipova analyzana 10 vzorkd spermii, ze kterych pét bylo od muzi s idiopatickou
neplodnosti, a dalSich pét z kontrolni skupiny plodnych muzi. Byly nalezeny stovky genii,
jejichz exprese se liSila ve skupindch miniméln& dvakrat. VéEtSina téchto genii ve skuping
infertilnich muzii byla potlacena. Nalezené diferencidlné exprimované geny byly zapojeny
pfedevSim do drah spojenych se zranim a diferenciaci spermii a RNA pro ribozomalni
proteiny.

V roce 2011 Garcia-Herrero a kolektiv (Garcia-Herrero et al., 2011) porovnavali RNA
spermii ze vzorkli pouzitych pro ICSI v zavislosti na uspé$nosti vysledkii. Celkem bylo
analyzovdno pomoci mikrocipové technologie 8 vzorki, na stejnych vzorcich byly tspésné
ovéieny rozdily v expresi 4 genti (IF130, S10046, CTSZ, COX7B2) pomoci q-RT-PCR.

V roce 2012 Jodar a kolektiv (Jodar et al., 2012) pomoci mikro¢ipové technologie
porovnavali RNA ze spermii muzi s diagnostikovanou asthenozoospermii s fertilnimi jedinci.
Celkem bylo prozkouméno 36 vzorkti, z nichz sedm tvofilo kontrolni skupinu, 17 bylo ze

skupiny astenozoospermie a 12 infertilni normospermie. Osm vzorkl po Ctyfech ze skupin
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astenozoospermii a kontrolni byl prozkoumén pomoci mikro¢ipové technologie. Bylo
identifikovano 19 diferencidlné exprimovanych genii, ze kterych 17 bylo potlaceno a dva
naopak vic exprimovany u pacientl s astenozoospermii. Kromé toho tii geny (ANXA2, BRD2
a OAZ3) byly ovéteny na vétsim poctu vzorkli pomoci kvantitativni RT-PCR.

Ve studii Bonache a kolektiv z roku 2012 (Bonache et al., 2012) porovnavali exprese
uréitych geni muza s normospermii a jejich uspésnost v dosazeni t€hotenstvi pfi intrauterinni
inseminaci (technika asistované reprodukce, pii které¢ se pfedem dobie preciSténé spermie
vnasi pfimo do d€lohy). Také se pokusili nalézt molekularni markery pro hodnoceni fertilniho
statusu déarct spermii. Byly identifikovany geny EIF5A4, RPLI3, RPL23A4 a RPS27A4, jejichz
uroven exprese korelovala s uspésnosti dosazeni téhotenstvi. Tento panel podle predpokladu
autort by mohl slouzit pro vyhodnoceni darcii spermii na klinikach asistované reprodukce,
nebot’ ve studii prokazal ptesnéjsi vysledky nez klasicky konvencni model vyhodnocovéni
spermiogramu. Kromé toho nabizeny panel testti by mohl pomoci identifikovat muze s nizkou
plodnosti, i kdyz podle konven¢nich parametri vypadaji jako zdravi (Bonache et al., 2012).

Stanoveni rozdilné exprese geni v RNA spermii muzil trpicich oligozoospermii
v porovnani s kontrolni skupinou plodnych jedinc publikoval vroce 2012 Montjean a
kolektiv (Montjean et al., 2012). Pro studii bylo pouzito 11 vzorkl, ze kterych tii byly
z kontrolni skupiny.Ve vysledku zjistili ve skupin€ oligozoospermie az 33krat mensi expresi
genll spojenych se spermatogenezi a odpovédnych za motilitu. Kromé toho u vzorkl
neplodnych pacientli byly zjiStény nizsi hladiny exprese genl pro reparaci DNA, regulaci
oxidativniho stresu a histonové modifikace. Celkem bylo nalezeno 157 transkript
s vyraznym rozdilem v expresi pii porovnani s kontrolni skupinou.

V roce 2015 Bansal a kolektiv (Bansal et al., 2015) prozkoumali vzorky spermii od
60 muzi, ze kterych 20 bylo plodnych (kontrolni skupina), 20 neplodnych, ale s normalnim
spermiogramem, a dalSich 20 s asthenozoospermii. Analyza zjistila rozdily mezi skupinami
ve vice nez 2 tisicich transkripti.

Ve svém piehledovém clanku z roku 2013 N. Garrido (Garrido et al., 2013) uvadi
seznam diferenciadlné exprimovanych geni, které¢ byly odhaleny pfi porovnavani uspé$nosti
riznych technik asistované reprodukce — intrauterinni inseminace, in-vitro fertilizace
a intracytoplazmatické injekce spermii. Piehled obsahuje stovky geni.

Ptehled praci, zabyvajicich se transkriptomem spermii uvadim v tabulce 4.

24



Tab. 4 — Porovnani pracizkoumajicich transkriptom spermii

Autor, rok | Celkovy | Typ vzorku Pocet vzorki Vysledky
pocet na na q-RT-
vzorkt mikro¢ipech | PCR

(Platts et 31 17 - kontrola, 14 — 31 Neprovadélo | Vyrazny rozdil v expresi

al., 2007) teratozoospermie se byl detekovan u genti z
ubiquitin-proteasomalni
drahy

(Garridoet | 10 5-kontrola, 5 - 10 Neprovadélo | Stovky gend, jejichz

al., 2009) idiopaticka neplodnost se exprese se lisila ve
skupinach minimalné
dvakrat

(Garcia- Vzorky spermii, 8 (4-uspesnd | 8 pro 4 geny | Desitky az stovky

Herrero et vyuzity pro ICSI, ICSL, 4 diferencialné

al., 2011) neuspésna) exprimovanych genti

(Jodar et 29 17 astenozoospermic a | 8 (4 a4) 29 19 diferencialné

al., 2012) 12 infertilni exprimovanych genti na

normospermie mikroéipech, tii geny

(ANXA2, BRD2 a OAZ3)
byly ovéfeny na vétsim
poctu vzorkl pomoci
kvantitativni RT-PCR

(Bonache 68 Potencialni darci 43 TagMan 68 panel 4 by podle autord

et al., spermii Low density mohl slouzit pro

2012) Array vyhodnoceni darct na
klinikach asistované
reprodukce

(Montjean | 11 3-kontrola, 8 - 11 11 Celkem bylo nalezeno 157

et al., oligozoospermie transkriptl s vyraznym

2012) rozdilem v expresi pfi
porovnani s kontrolni
skupinou.

(Bansalet | 60 20 -kontrola, 20 - 60 Neprovadélo | Analyza zjistila rozdily

al., 2015) normospermie, 20 — se mezi skupinami ve vice nez

asthenozoospermie 2 tisicich transkriptu.
(Jodar et 72 pacienti s idiopatickou Byla pouzita metoda RNA-
al., 2015) neplodnosti, ktefi seq, Identifikovali 648

podstoupili 1écbu
pomoci technik
asistované reprodukce

,,RNA elementt spermie*
(SRE) z 285 gent, absence
nékterych z téchto
»elementi* u pacientli
snizovala uspésnost 1é¢by
pomoci technik asistované
reprodukce.

Vyzkum RNA spermii pomoci sekvenovani nové generace (RNA-seq) je oproti

mikroCipiim draz$i a naro¢néjsi technika, na rozdil od mikroc¢ipli vSak umoZiuje odhalit

spoustu unikatnich kodujicich a nekodujicich transkriptli, izoformy, které jsou specifické pro

spermie a malé nekodujici RNA, které jesté nebyli detekovany (Jodar et al., 2015).
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Jodar a kolektiv (Jodar et al., 2015) prozkoumali pomoci RNA-seq 72 vzork® spermii
od pacientll s idiopatickou neplodnosti, kteti podstoupili 1é¢bu pomoci technik asistované
reprodukce. Identifikovali 648 ,,RNA elementl spermie” (SRE-sperm RNA elements), které
klasifikovali jako nezbytné pro oplozeni na zékladé homogenni pfitomnosti ve vSech
kontrolnich vzorcich. VétSina z identifikovanych elementi patfila k exonovym oblastem
celkem 285 gent, ze kterych 40% je spojeno s vyvojem spermii, oplozenim a Casnym
embryondlnim vyvojem. Absence nckterych s téchto ,.elementG (tj. chybéjici nebo velmi
nizka exprese dan¢ho genu) u pacienti snizovala UspéSnost 1éCby pomoci intrauterinni
inseminace nebo c¢asovanym pohlavnim stykem ze 77% (u pacientli s expresi vSech
»elementi®) na 27%.

Burl a kolektiv (Burl et al., 2018) se pokusil zjistit vztahy mezi 648 RNA elementy
zjisténymi Jodarem a kol. (Jodar et al., 2015) se zdravim jak samotného muze, tak jeho
predpokladaného budouciho ditéte. Byly nalezeny korelace jak s poruchami spermatogeneze,

tak mortalitou plodu a vrozenymi vyvojovymi vadami.

4 Materialy a metody

Cilem mého studia bylo pokusit se, za pouziti technik molekularni biologie, odhalit
geny, jejichz exprese se ve spermiich neplodnych muza vyrazné lisi od fertilnich. Rozdilna
exprese by mohla slouzit jako marker neplodnosti. Druhym cilem této prace bylo pokusit se
nalézt spolecné drdhy diferencidlné exprimovanych genil, které by mohly mit vliv na
neplodnost. Experimentani prace probihala ve dvou etapach. V prvni etapé jsem pomoci
celogenomové analyzy RNA izolované ze spermii porovnavala exprese v riznych skupinach
neplodnych pacientli. Pak byla exprese vybranych gent ovéfena na stejnych vzorcich pomoci
kvantitativni RT-PCR. Druhé cast zahrnovala ovéfeni rozdilné exprese vybranych genli na
vétsim poctu vzorkl pomoci kvantitativni RT-PCR.

Ve své praci jsem vyuzila nasledujici metody molekularni biologie a genetiky:
e Izolace RNA
e Mc¢feni koncentrace na spektrofotometru
e Mcgfteni kvality RNA na Bioanalyseru Agilent

e Celogenomova analyza transkriptomu na mikro¢ipech Affymetrix
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e Analyza dat za pouziti softwaru Ingenuity Pathway Analysis
e Kvantitativni RT-PCR

Veskeré manipulace se vzorky se provadély v jednorazovych rukavicich, pracovni
plochy byly oSetfeny specidlnim roztokem, aby bylo zabranéno kontaminaci vzorkii DNA
a RNazami. VSechny pouzité plastové materidly (zkumavky, Spicky, desticky) byly sterilni
a podle vyrobce nemély obsahovat DNazy a RNazy (DNase and RNase free.) Byla pouzita

komer¢né vyrobena voda pro molekularni biologii s certifikaci RNase free.

4.1 Mikrocipova technologie pro vyzkum RNA ve spermiich

Jak bylo fe€eno vySe (oddil 3.3.4.5), pro studium transkriptomu je mozné vyuzit bud’
mikroCipové nebo sekvenacni technologie. Ve svoji praci jsem vyuzila technologie
mikrocipové.

Mikrocipova technologie je technika molekularni biologie zaloZend na hybridizaci
malych tsekii DNA. Pfi profilovani RNA se pouziva komplementarni DNA ziskand pomoci
reverzni transkripce (z pfislusné RNA do DNA). Na sklenéné, silikonové nebo nylonové
matici jsou umistény kratké (25 nukleotidi v pfipadé¢ mikroCipu firmy Affymetrix)
jednovldknové oligonukleotidové tseky. S nimi béhem reakce hybridizuji fluorescenéné
znacené useky DNA vzorkl. Pomoci laseru se provadi detekce signilu a urCuje se, které
useky hybridizovaly a jak siln€. Vysledkem je seznam gent nebo usekid cDNA a velikost
fluorescen¢niho signalu. Pomoci mikroc¢ipové technologie mizeme i z malého objemu vzorku
ziskat velky pocet dat, coz je velmi dulezité pfi praci se spermiemi, které obsahuji malé
mnozstvi RNA. Také miZeme sledovat genovou expresi v riznych tkanich nebo porovnavat
exprese v patologickych stavech s kontrolni skupinou zdravych tkéni. V biomedicing tato
technologie mize pomoct urCit rozdily a nabidnout markery pro diagnostiku, progndzu
a terapeutické vyuziti (Garrido et al., 2013).

Mikrocipova technologie pomaha zkoumat a analyzovat RNA ve spermiich a ¢astecné
pochopit komplexitu souboru RNA zralych spermii (Hamatani, 2012). Kromé toho se
podafilo najit RNA, jejichZz koncentrace koreluje s neplodnosti. Technologie mikrocipové
analyzy dovoluje zkoumani tisici riznych RNA a porovnavani celych profili RNA ve

spermiich (Garrido et al., 2009).
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4.2 Vzorky

Vzorky spermii (v kazdém piipad¢ jeden cely ejakulat) precisténé a ulozené v RNA
stabilizacnim roztoku (RNAlater Solution; Ambion, USA) byly dodany spolupracujici
laboratofi spolu se stanovenymi udaji spermiogramu.

Celkem bylo do studie zatazeno 86 vzorkl. Znich 69 vzorki bylo od pacientt
s diagnostikovanou neplodnosti, 17 vzorkii od plodnych muzii (odbér vzorku spermii byl
proveden do roka od otéhotnéni jejich partnerek) bylo pouzito jako kontrolni skupina.
Vsechny vzorky byly poskytnuty Laboratory of Male Fertility, Hospital de Clinicas Jos¢ de
San Martin, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Buenos Aires, Buenos
Aires, Argentina.

Z toho 46 vzorkl bylo nové dodanych, RNA byla izolovand a zpracovana v ramci této
diplomové prace. RNA spermii dal§ich 40 vzorki pochdzejici z pfedchozi prace byla vyuzita
jen pro ovéieni diferencialni exprese pomoci kvantitativni RT-PCR.

Vzorky pacientli s diagnostikovanou infertilitou byly rozdéleny do tii skupin na
zaklad¢ udajii o spermiogramu podle kritérii Svétové zdravotnické organizace z roku 2010
(WHO, 2010).

1. skupina — astenoteratozoospermie — spermie maji snizenou motilitu (pod 5.
percentilem bézné populace, tj. progresivni motilita méné nez 32%) a abnormalni morfologii
(podil normalnich spermii pod 5. percentilem od zdravé populace, tj. méné nez 4%)

2. skupina — astenozoospermie spermie maji normalni morfologii (pocet normalnich
spermii nad 5 %), ale snizenou motilitu

3. skupina — normospermie, pacienti maji normalni morfologii, motilitu 1 celkovy
pocet pfipadné koncentraci spermii, ale maji diagnostikovanou idiopatickou neplodnost.

Kvili malému poctu vzorkil jsme do studie nezahrnuli skupinu vzorkd vykazujicich
patologickou morfologii ale viceméné¢ dobrou motilitu ani vzorky s izolovanou
oligozoospermii. Z celkového poctu vzorkit bylo 19 vyfazeno kvili velmi nizké koncentraci

RNA.

4.3 Izolace RNA

Spermie v RNA stabiliza¢nim roztoku byly transportovany pii pokojové teploté do
laboratofe Ustavu biologie a lékaiské genetiky 1. LF UK. Pak byly vzorky skladovany

v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.
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Pro oddéleni spermii od média byly vzorky rozmrazeny pii pokojové teploté. Kazdy
vzorek pak byl pfemistén do nové popsané sterilni zkumavky a byla provedena centrifugace
béhem 10 minut pii 16 000 x g a teploté 4 °C. Pro tento ucel byla pouzita centrifuga
Eppendorf 5804. RNA stabilizac¢ni roztok byl odstranén pipetou a zbyla peleta spermii pak
byla lyzovana pfidanim 1 ml Trizolu (Invitrogen).Po inkubaci 10 min pii pokojové teploté byl
ptidan 99% chloroform a dale nasledovala inkubace 5 min pti pokojové teploté za stalého
michani. Pak nasledovala centrifugace 10 minut pti 16 000 xg a teploté¢ 4 °C, kdy se obsah
zkumavky rozdé¢lil do tii vrstev — dolni vrstva obsahovala proteiny a lipidy, stiedni byla
vrstva DNA a v horni tekuté vrstvé byla RNA.

Supernatant s RNA byl pak pfemistén do jiné zkumavky, k nému bylo ptidano °/; &asti
96% etanolu. Supernatanty s etanolem byly pfemistény na kolonky ze sady RNeasy Plus
MicroKit (Qiagen) a to tak, Ze 750 pl bylo pipetovano na kolonku, nédsledné byly stoceny na
centrifuze béhem 15 vtetin pii 11 000 x g a teploté 25 °C. Tento krok byl opakovan, dokud
veskery roztok s RNA nebyl profiltrovan. Dalsi postup byl podle standardniho protokolu
vyrobce sady (AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Handbook 09/2012).

e na kolonku bylo pfidano 500ul pufru RPE a pak byly kolonky stoeny b&hem

15 vtetin pfi 11 000 xg a teploté 25 °C

e byl pfipraven roztok DNazy tak, Ze se rozpustila lyofilizovana DNéaza ve vod¢
neobsahujici RN4zu (RNase-free water)

e Dbyl pfipraven roztok v oddélené zkumavce podle pfepoctu na pocet vzorku +1 navic

e na jeden vzorek: 10ul roztoku DNazy I a 70ul pufru RDD,smés byla opatrné
promichéana, aby se pfedeslo denaturaci DNazy a pak byla stocena na centrifuze

e piipraveny roztok byl aplikovan na membranu kolonek s RNA (80 ul) a inkubovan pii
pokojové teploté 15 minut

e pak byl pfidan do kolonek pufr FRN v mnozZstvi 500 pl a kolonky byly stoeny na
centrifuze 15 vtefin pii 11 000 x g a pokojové teploté

e pak byly kolonky pfemistény do novych 2ml zkumavek, a protoZe roztok, ktery ztstal
ve zkumavce v piedchozim kroku, mohl obsahovat malé RNA, ten byl aplikovan na

kolonku, kterd pak byla stoCena na centrifuze béhem 15 vtefin pfi 11 000 x g a

pokojové teploté

e zkumavky pod kolonkou byly vyménény za nové a na membrany bylo pfidano 500ul

etanolu (96%). Pak byly kolonky stoceny na centrifuze pti 16 000 x g 2 minuty

29



e kolonky byly umistény do novych 1,5ml zkumavek a na membrany bylo ptidano 15 pl
vody (RNAse-free water), kolonky byly sto¢enyl minutu pii 8 000 x g a pokojové
teplote.

4.4 Méreni koncentrace pomoci spektrofotometru

Pro kontrolu kvality a méfeni koncentrace ziskané RNA byl pouzit spektrofotometr
Eppendorf BioPhotometer 6131 s kyvetou Hellma TrayCell. Tento set na zakladé
spektrometrického méfeni dovoluje urcit jak koncentrace vzorku, tak jeho kvalitu a mozné
kontaminace. Vyhoda tohoto pfistroje je také v tom, Ze se pouzivaji mensi objemy vzorkl. Z

kazdého vzorku bylo pouzito 2ul.

4.5 Ovéreni kvality RNA

Pro dalsi vyhodnoceni kvality vyizolované RNA byla pouzita metoda elektroforézy na
mikroCipech. Tato metoda je zalozena na klasické elektroforéze, ktera se provadi
v mikrofluidickém systému a spotiebuje se minimum materialu a vzorkii. K tomuto ucelu byl
pouzit piistroj Agilent 2100 Bioanalyser, ktery umoZznuje pfi malém mnozstvi vzorku urcit
koncentrace a integritu DNA, RNA nebo proteint. Kvalita vzorkd byla zanalyzovana pomoci
Total RNA 6000 Nano nebo Pico sady v zavislosti na koncentraci vzorkii zméfenych na
spektrofotometru. Pfi koncentraci RNA vyssi neZ 40ng/ul byla pouzita sada Total RNA 6000
Nano, pfi niz8i koncentraci byla pouZita sada Total RNA 6000 Pico s fedénim RNA na cca 3
ng/ul (3000 pg/ul). Piiprava vzorkli a méfeni se provadely podle protokolu vyrobce.

Vsechny pouzivané chemikalie byly vyndany z lednice a ponechény pti pokojové
teploté 30 minut pied zacatkem prace. Pro filtraci gelu bylo do horni ¢asti centrifugacniho
filtru napipetovano 550 pl Agilent RNA 6000 Nano gel matrix. Zkumavka s filtrem byla
stoCena na centrifuze 10 minut na 1500 x g. Tento prefiltrovany gel byl rozd¢len na alikvoty
po 65 ul, které pak byly skladovany v 0,5ml zkumavkach pti 4 °C pro dalsi pouziti.

Zkumavka s barvivem — RNA 6000 Nano dye concentrate — byla promichéna pomoci
vortexu a pak kratce sto¢ena na centrifuze. K 65 pl prefiltrovaného gelu byl pfidan 1 pl
barviva. Smés byla dobtfe promichana pomoci vortexu a pak stocena na centrifuze 10 min pfi
13000 x g.

Cip vyjmuty z ochranné folie byl umistén do rozeviené specialni plastové komirky
s integrovanou plastovou stfikackou (Obr. 2). Do malého otvoru v Cipu s oznacenim G bylo

pipetovano 9 ul gelu s barvivem. Komirka se uzaviela a pist stfikacky se zatlacil doll, aby
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tlakem vzduchu vyplnil volny prostor. Po 30 vtefinach byl pist volné pustén a po 5 vtefinach
postupné vytlaten do oznaceni v 1 ml. Pak byla komurka oteviena a do dalSich dvou jamek
bylo pfidano po 9 pul gelu s barvivem. Do jamek pro Zebiicek a pro 12 vzorkli pak bylo
pfidano 5 pl RNA 6000 Nano markeru.

Obr. 2. Plastova komurka s integrovanou plastovou stfikackou pro natlaceni gelu do Cipu

(vlevo), RNA 6000 Nanocip (vpravo nahote), ¢ip pro promyvani elektrod (vpravo dole).

Pied nanasenim na Cip byly vzorky ohiaty na 70 °C béhem 2 minut, aby doslo
k denaturaci sekundarnich struktur. Do oznacené jamky byl pfiddn Zebticek — RNA ladder,
1 pl. Do jamek pro vzorky — po 1 pul vzorku RNA. Cip byl umistén do vortexu specialné
tvarovaného pro ¢ip na 1 min na 2400 rpm. Pfed umisténim Cipu s vzorky do bioanalyzéru
byly elektrody promyty 350 pl roztokem ZAP pro odstranéni nukleovych kyselin a RNaz a
pak dvakrat vodou pro molekularni biologii. Pak byl ¢ip vlozen do bioanalyzéru a spustén

prislusny program.
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Pfi pouzivani Pico sady byl postup podle komeréniho protokolu Agilent RNA 6000
Pico, ktery je velmi obdobny. Vzorky RNA byly fedény na cca 3 ng/ul (3000 pg/ul) podle
koncentrace zmétené na spektrofotometru.

Na zikladé¢ wdaji bioanalyzéru byly vybrany vzorky s vyhovujici kvalitou a

dostacujici koncentraci RNA pro nasledujici analyzu na mikrocipech.

4.6 Celogenomova analyza pomoci mikrocipu

Pro celogenomovou analyzu na mikrocipech bylo vybrano 24 vzorkd, které nejlépe
odpovidaly kvalit¢ a kvantit¢ RNA. Z toho bylo 18 vzorkli od muzl s diagnostikovanou
neplodnosti (7 — astenoteratozoospermie, 5 — astenozoospermie, 6 — normospermie) a Sest
vzorkll od plodnych muzii s normospermii bylo pouzito jako kontrolni skupina. Vzorky od
plodnych muzt byly ziskany do 1 roku od otéhotnéni jejich partnerek. Analyza se provadéla
za pouziti Affymetrix HuGene2.1ST Array. Pro pfipravu RNA byla pouzita sada reagencii
WT PLUS Reagent Kit a systém pfistroji GeneAtlas sestaveny z pocitace, hybridizaéni
stanice, promyvaci stanice a zobrazovaciho zafizeni (Obr.3). Pro registraci cipu

v pocitacovém systému se pouziva ¢tecka na carovy kod.

Obr.3. Hybridiza¢ni stanice (vlevo), promyvaci stanice (uprosied) a zobrazovaci zatizeni

Affymetrix (vpravo)

Celogenomova analyza transkriptomu je zalozena na technologii mikro¢ipu. Kratky

postup je zobrazen na obrazku 4.
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Obr.4 Schéma pracovniho postupu pro analyzu exprese genti na mikroCipech
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Izolovand RNA ze vzorku je piepsand reverzni transkripci do komplementarni
dvouvldknové DNA (dale cDNA). Tato DNA je pomoci RNA polymerazy piepsdna do
komplementarni RNA (dale cRNA), kterd je pak znovu piepsdna do dal$i komplementéarni
DNA.

Tato jednofetézcovda cDNA je fragmentovana a oznaCena biotinem, nasledné
hybridizuje na mikro€ipech s napojenymi jednofetézcovymi oligonukleotidovymi sondami.
Useky nastépené cDNA se spojuji s komplementarnimi vlakny na mikroéipu a pak jsou
detekovany pomoci fluorescencniho barviva navdzaného na reagens vazici se k biotinu
(,,Stain Coctail) a vyhodnoceny za pouziti specialniho fluorescenéniho mikroskopu a
pocitacového programu GeneAtlas Instrument Control Software.

Cely postup byl proveden podle dodaného protokolu a rozdélen do tii dnl podle
doporuceni vyrobce.V jednom béhu na mikroCipu lze analyzovat ¢tyfi vzorky. Pro analyzu na

mikrocCipech jsme vybrali 24 vzorki. Proto se tento postup opakoval 6krat.

Den 1
Ptiprava cDNA pro celogenovou analyzu se provadéla pomoci WT PLUS Reagent
Kit. Prvni den byla provedena syntéza obou vlaken cDNA, ktera pak byla pouzita pro syntézu

cRNA pomoci in-vitro transkripce.
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Ptiprava pozitivni kontroly: dodana RNA v reagen¢ni sad€ kontrolni byla rozpousSténa
ve vode (2 ul RNA a 78 ul vody).

RNA byla nafedéna tak, aby kazdy vzorek s objemem 3 ul obsahoval 50 ng RNA.

Nasledovala priprava poly-A kontroly, coz jsou pozitivni exogenni kontroly, které
slouzi jako indikatory znaceni. Je to nékolik sond pro geny bakterie Bacillus subtilis, které
nejsou v eukaryotickych bunikdch. Smés byla pfipravena pomoci fedici fady. Po kazdém
fedéni byl roztok ditkladné promichan a kratce stoCen na centrifuze. V prvnim fedéni se fedilo
1 : 20, 2 ul Poly-A Control Stock byly ptidany k 38 ul Poly-A Control Dil Buffer. Ve druhém
a tretim fedéni se fedilo 1 : 50 pfidanim 2 pl z predchoziho fedéni do 98 pul Poly-A Control
Dil Buffer. Ctvrté fedéni bylo 1 : 20, 2 pl roztoku tietiho fedéni bylo ptidano k 38 pl Poly-A
Control Dil Buffer. Do kazdého vzorku RNA byly pfidany 2 pl pfipravené smési z
posledniho, ¢tvrtého, fedéni pro Poly-A kontroly.

Vsechny smési reagencii se pfipravovaly v pfepoctu na pocet vzorkl (4) a byly
zvétseny o 10 % objemu pro ptipadné ztraty pii pipetovani. Jsou uvedeny objemy pouZzité na
jeden vzorek.

Pro syntézu jednovlaknové cDNA byla pfipravena smés z First-Strand Buffer Mix a
First-Strand Enzyme Mix (4 ul a 1 pl na kazdy ze Ctyt vzorkll). Smés byla promichana a
kratce stoCena na centrifuze. Do zkumavek pro PCR, umisténych na led, bylo ptidano 5 pl
pfipravené smési a Spul smési RNA a poly-A kontroly. Vzorky byly promichany a kratce
stoCeny na centrifuze. Dale nasledovala inkubace v termocykleru (Biometra) jednu hodinu na
25 °C, pak jednu hodinu na 42 °C a ochlazeni na 4 °C na 2 minuty. Hned po inkubaci byly
vzorky kratce stoCeny a pak na 2 minuty umistény na led.

Pro syntézu druhého vlakna cDNA byla pfipravena na ledu smés z enzymu s pufrem.
Na jeden vzorek bylo pouzito 18 pl Second-Strand Buffer Mix, 2pl Second-Strand Enzyme
Mix. Smés byla opatrné promichana a kratce stocena na centrifuze. Do kazdého vzorku na
ledu bylo pfidano 20 pl smési pro syntézu druhého vldkna. Pak byly vzorky s pfidanym
mixem opatrn€ promichany pomoci vortexu a kratce stoceny na centrifuze.

Vzorky byly umistény do termocykleru vychlazeného na 16 °C, kde se inkubovaly
jednu hodinu na 16 °C, pak 10 minut pfi teploté 65 °C, pak byly ochlazeny na 4 °C na 2
minuty. Dal$im krokem hned po inkubaci byla transkripce cRNA v podminkach in-vitro
pomoci T7 RNA polymerazy. Pti pokojové teploté byla pfipravena smés z IVT Buffer Mix
(24 pl na jeden vzorek) a IVT Enzyme Mix (6 pl na jeden vzorek). Smés byla promichana
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vortexem, stocena na centrifuze. Vzorky byly nechany pii pokojové teplot¢ 5 min. Pak do
kazdého vzorku bylo pfidano 30 pl smési. Vzorky byly promichdny pomoci vortexu a stoeny
na centrifuze. Inkubace v termocykleru probihala pfes noc 16 hodin na 40 °C a pak
nasledovalo ochlazeni na 4 °C.

Den 2

Nasledujici den rano byly vzorky stoceny na centrifuze a nasledovalo precisténi cRNA
a syntéza nové, jednovlaknové cDNA, degradace cRNA, fragmentace cDNA a pak znafeni
ziskanych fragmenti.

Prvnim krokem druhého dne bylo precisténi cRNA od enzymu, soli a zbylych
ribonukleotidl a vyhodnoceni kvality a kvantity. Zkumavka s roztokem magnetickych kulicek
(Purification Beads) byla nechana pii pokojové teploté pro ohtati, pak byla dobie promichana
pomoci vortexu. Do vzorku cRNA bylo pfidanol00 pl tohoto roztoku. Promichéavalo se
pomoci pipetovani. Vzorky pak byly pfeneseny na desticku (U-Bottom Plate) a po nasledném
promichani pipetovanim se inkubovalo 10 minut pfi pokojové teploté, aby se cCRNA navazala

na kuli¢ky. Desti¢ka pak byla pfemisténa na magneticky stojanek (obrazek 5).

Obr. 5 — Magneticky stojanek Ambion Magnetic Stand — 96 (vlevo), rozpousténé kulicky
v jamkach desticky (vpravo nahote), shluk kulicek v jamkach desticky na magnetickém

stojanku (vpravo dole).

Béhem péti minut se kuli¢ky s navazanou cRNA shlukovaly po strané jamek. Ciry

roztok pak byl odstranén pipetou. Do kazdé jamky se vzorkem v desticce, piimo na
magnetickém stojanku bylo ptidano 200 pl 80% etanolu a inkubovalo se 30 s. Pak byl roztok
etanolu opatrn¢ odstranén. Postup promyvani kulicek (od pifidani roztoku etanolu do

odstranéni tekutiny) byl opakovéan jesté jednou.
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Pro vysuSeni kulicek byla desticka nechana 5 minut, az peleta z kuli¢ek pfestala byt
leskla. Pak byla desticka sejmuta z magnetického stojanku a pro eluci cRNA z kulicek byla
pridana voda predehtata na 65 °C, 27 ul na kazdy vzorek. Po pétiminutové inkubaci byla voda
s rozpousténou cRNA odpipetovana do novych 0,2 ml zkumavek pro PCR.

Hned po méfeni koncentrace byla provedena syntéza jednovldknové cDNA druhého
cyklu reverzni transkripce. cRNA byla na ledu nafedéna na koncentraci 625 ng/ul do
celkového objemu 24ul. Ke kazdému vzorku cRNA (24ul) bylo pifidano 4ul roztoku
s primery 2nd-Cycle Primers. Vzorky se opatrné promichaly pomoci vortexu a byly kratce
stoCeny na centrifuze. Pak byly zkumavky umistény do cykleru a tam inkubovany na 70 °C 5
minut, pak na 25 °C 5 minut a na konci 2 minuty na 4 °C. Pak byly vzorky znovu sto¢eny na
centrifuze a umistény na led.

Na ledu se smichaly 2nd-Cycle ss-cDNA Buffer 8 ul a 2nd-Cycle ss-cDNA Enzyme 4
ul na kazdy vzorek. Smés se opatrné promichala a byla kratce stocena na centrifuze.

Na ledu bylo do kazdého vzorku s primery pfiddno po 12 pl pfipravené smési. Po
opatrném promichdni a stoceni byly zkumavky umistény do termocykleru. Vzorky se
inkubovaly na zac¢4tku 10 min na 25 °C, pak na 42 °C béhem 90 minut a déle na 70 °C béhem
10 minut. Na konci se vzorky zchladily na 4 °C béhem 2 minut. Po inkubaci byly zkumavky
s vzorky sto¢eny na centrifuze.

Vzorky byly umistény na led a ptidalo se do nich po 4ul RNase H, ktera rozstépila
cRNA auvolnila jednotfetézcovou cDNA. Po pfidani se smes opatrné¢ promichala pomoci
vortexu a byla kratce stocena na centrifuze. Nasledovala inkubace v termocykleru béhem 45
minut na 37 °C, pak béhem 5 minut na 95 °C a pak zchlazeni béhem 2 minut na 4 °C. Po
inkubaci byly vzorky stofeny na centrifuze a umistény na led.

Do kazdého vzorku bylo ptidano 11 pl vody, zkumavky byly promichény a stoeny na
centrifuze. DalSim krokem bylo pfecisténi jednovldknové cDNA od enzymi, soli a zbylych
deoxyribonukleotidd.

Zkumavka s roztokem magnetickych kulicek (Purification Beads) byla promichéana
pomoci vortexu. Do vzorku ss-cDNA bylo pfidano100 pl tohoto roztoku. Promichévalo se
pomoci pipetovani. Vzorky pak byly pfineseny na desticku (U-Bottom Plate). Do kazdé
jamky se vzorkem bylo ptidano 150 pul 100% etanolu. Promichéavalo se pipetovanim nahoru-
dola 10krat. Nasledovala inkubace 20 minut pii pokojové teploté, aby se ss-cDNA navazala
na kulicky. Desti¢ka pak byla pfemisténa na magneticky stojanek. Béhem 5 minut se kulicky

s navazanou ss-cDNA shlukovaly po strané jamek. Ciry roztok pak byl odstranén pipetou. Do

36



kazdé jamky se vzorkem v desti¢ce, pfimo na magnetickém stojanku bylo pfidano 200 pl
80% etanolu a inkubovalo se 30 s. Pak roztok etanolu byl opatrné¢ odstranén. Postup
promyvani kulicek (od pfidani roztoku etanolu do odstranéni tekutiny) byl opakovan jesté
jednou.

Pro vysuSeni kulicek byla desticka nechana 5 minut, az se peleta z kulicek pfestala
lesklout. Pak byla desticka odstranéna z magnetického stojanku a pro eluci ss-cDNA z kulicek
byla pfidana voda predehiata na 65 °C, 30 ul na kazdy vzorek. Po inkubaci jednu minutu byla
voda s ss-cDNA odpipetovana do novych zkumavek.

Koncentrace ss-cDNA byla zméfena pomoci spektrofotometru s nastavenim na méfeni
ssDNA.

Hned po méteni koncentrace nasledovala fragmentace cDNA. cDNA byla natedéna do
striptubes tak, Ze se objem odpovidajici 5,5 pg ss-cDNA natedil vodou (RNAse-free) do
celkového objemu 31,2 ul. Na ledu byla pfipravena smés v pfepoctu na pocet vzorki plus
10% z 10 pl vody (RNAse free), 4,8 ul 10x koncentrovaného fragmentacniho pufru (10X
cDNA Fragmentation Buffer), 1 ul UDG (10 U/ul), 1 ul APE1 (1,000 U/ul). Do kazdého
vzorku na ledu bylo pfidano 16,8 pl pfipravené smési. Vzorky byly opatrné promichany
pomoci vortexu a pak stoceny na centrifuze. Inkubace probihala v termocykleru 60 minut pfi
37 °C, pak 2 minuty pii 93 °C a pak 2 minuty pii 4 °C. Po inkubaci byl obsah zkumavek
promichan a kratce stoCen na centrifuze. Zkumavky byly umistény na led. Pak se 45 pl
kazdého vzorku na ledu prepipetovalo do nové zkumavky pro dalsi analyzu.

Pro oznaceni fragmentované ss-cDNA byla pfipravena smés (uvedeny objem na jeden
vzorek) z 12 pl 5xTdT Buffer, 2 ul TdT (30U/ul), 1 ul DNA Labeling Reagent (SmM).
Zkumavka s pfipravenou smési byla promichana a stocena. Na ledu bylo pfidano 15 ul do 45
ul fragmentované ss-cDNA. Roztok byl lehce promichan a stoCen. Pak se vzorky inkubovaly
60 minut pii 37 °C, pak 10 minut pfi 70 °C a 2 minuty pii 4 °C.

Déle nasledovala hybridizace na mikroCipech. Strip se ¢tyfmi mikrocipy, ktery se
skladuje v lednici, byl vyjmut, aby se ohtfal na pokojovou teplotu. Spolu s nim byly do
pokojové teploty pfemistény z lednice promyvaci roztoky a barvici roztoky: 5X WT Hyb Add
1, 15X WT Hyb Add 4, 2.5X WT Hyb Add 6, Control Oligonucleotide B2 (3 nM) a 20X
Eukaryotic Hybridization Controls. Po 30 minutdch v pokojové teplot¢ se zkumavky
promichaly pomoci vortexu a pak byly stoeny na centrifuze.

Zkumavky sroztoky Control Oligonucleotide B2 (3 nM) a 20X Eukaryotic
Hybridization Controls pak byly umistény na led.
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Roztok 20X Hybridization Controls byl ohfat v termocykleru na 65 °Cna 5 minut.

Pak byly smichany roztoky podle poc¢tu vzorki +10% (objemy jsou uvedeny na jeden
vzorek): 30 pl 5X WT Hyb Add 1, 1,5 pl Control Oligonucleotide B2,7,5 pul 20X
Hybridization Controls a 10 pl 15X WT Add 4. Smés byla promichana pomoci vortexu a
sto¢ena na centrifuze.

Pak byl pro kazdy vzorek pfipraven hybridizacni koktejl. Do zkumavek do kazdého
vzorku zvlast bylo pfidano 49 pl smési ptipravené v predchozim kroku, 41 pl vzorku
fragmentované a znacené ss-cDNA a 60 ul 2.5X WT Hyb Add 6. Po promichani pomoci
vortexu a stoCeni se zkumavky inkubovaly 5 minut pfi 99 °C. Po inkubaci byly zkumavky
stoCeny na centrifuze.

Do hybridiza¢ni vanicky bylo pfidano po 120 pl vzorkid ss-cDNA, kazdy do jiné
jamky. Pak byla vaniCka ptiklopena stripem se ¢tyfmi mikro€ipy (Arraystrip, obr. 6). Strip

s vanickou pak byl umistén do hybridizacni stanice, kde se inkuboval béhem 20 h pii 48 °C.

Obr. 6 Arraystrip (nahote), hybridiza¢ni vani¢ka (uprostfed), Arraystrip v hybridizacni

vanicce (dole).

Den 3
Po hybridizaci byl strip registrovan pomoci ¢arového kodu v programu GeneAtlas
Instrument Control Software. Potom byly podle nakresu dodaného vyrobcem napipetovany

roztoky do promyvaci a barvici desticky, promyvaci vanicky a zobrazovaci vanicky, které
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byly umistény do promyvaci stanice. Pfidan byl také strip z hybridizacni komtrky. Na
pocitaci byl spustén program promyvani a barveni, ktery trva 1,5 hodiny. Po jeho skonceni
byl strip vyndan, znovu registrovan pomoci ¢arového kodu a umistén do zobrazovaciho
zafizeni. Na pocitaci v GeneAtlas Instrument Control Software pak byl pustén zobrazovaci
program, béhem které¢ho se vzorky 30 minut prosvécuji a jsou detekovany navazané useky na
ologonukleotidy ¢ipu znacené cDNA vzorky. Intenzity fluorescence pro kazdy Cip byly

zapsany do souboru (jeden soubor na Cip, koncovka .cel).

4.7 Zpracovani dat

Soubory .cel byly dale zpracovany pomoci programu Partek, ktery umoZziuje porovnat
skupiny vzorkli mezi sebou, napt. vzorky neplodnych muZzi s kontrolami.. Byla zvolena
kvantilovad normalizace dat. Statistické hodnoceni diferencialni exprese ve vSech skupinach
bylo provedeno analyzou rozptylu (analysis of variance = ANOVA), post-hoc srovnani
jednotlivych skupin pomoci Studentova t-testu. Korekce dat na mnohocetna porovnéani se
provadéla pomoci Benjamini-Hochbergovy metody (také FDR — false Discovery rate).
Vystupem z programu Partek, je tabulka, kterd pro kazdy gen umistény na mikroCipu
zaznamenava logaritmus normalizované hodnoty exprese pro kazdy vzorek, podil exprese a
z n&j vychazejici ,,fold change* pti porovnani dvou skupin a nekorigovanou hodnotu dosazené
hladiny statistické vyznamnosti(P). Seznam transkriptl je uveden v piiloze 1.

Cast gentl, o kterych jsme usoudili, Ze jsou diferencidlné exprimovany, jsme pak
analyzovali pomoci Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen). IPA je sekundarni analyticky
nastroj, ktery hleda souvislosti mezi diferencialné exprimovanymi geny na zakladé naSich dat
a v databazich uloZenych vztahi z literatury. UmoZiiuje nam tak lépe porozumét, které
biologické procesy v bunice mohou byt zasazeny diferencidlni expresi gend u spermii

neplodnych muzt ve srovnani s kontrolami.

4.8 Prepis RNA do cDNA pomoci reverzni transkripce

Pro ovéfeni rozdilné exprese genli pomoci kvantitativni PCR v redlném case a pro
kontrolu kontaminace vzorka leukocyty a DNA, izolovanych ze spermii byla RNA pfepsana
do cDNA pomoci reverzni transkripce za pouZiti reverzni transkriptdzy SuperScript III
(Invitrogen). Kromé vzorku izolované RNA byla pouzita voda jako negativni kontrola.

Vzorky RNA byly nafedény na koncentrace 250 ng/ul, aby do reakce vstoupilo 1000
ng. Na kazdy vzorek bylo pouZito:
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e Oligo(dT) Primer — 1 pl
e 10 mMdNTP Mix — 1 pl
e Voda—7pl
e RNA (250 ng/ul) —4 pl
Pro tuto reakci byl pouzit termocykler LabCycler (SensoQuest). Denaturace RNA bylo
dosazeno inkubaci 5 minut pii 65 °C. Pak byly vzorky umistény na led a do kazdého vzorku
bylo ptidano 7 pl nasledujici smési:
e 5x First-Strand Buffer — 4 pl
e 0,IMDTT-1pl
e RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor (40 U/ul) — 1 ul
e SuperScript III RT (200 U/ul) — 1 pl
Nasledovala inkubace béhem 60 minut na 50 °C, pak na 70 °C béhem 15 minut. Déle
se vzorky ochladily na 4 °C. Pfipravend cDNA byla natedéna pfidanim 80 pl vody a

zamrazena.

4.9 Vybér a navrh primeri

Po analyze dat IPA bylo vybrano 35 potencidln¢ diferencidln¢ exprimovanych gent,
které jsme chtéli overit kvantitativni RT-PCR. Také byly navrZzeny primery pro potvrzeni
ptitomnosti cDNA vzniklé reverzni transkripci z RNA (HOOKI1), pro zjisténi piipadné
kontaminace genomovou DNA (CNTROB) a pro detekci pfipadné kontaminace leukocytovou
cDNA (CD45).

Primery byly navrhovany pomoci programu Primer3 (Untergasser et al., 2012) a jejich
specifita ovétena pomoci PrimerBLAST, Primer3 je soucasti programu PrimerBLAST (Ye et
al., 2012). Délka primerti byla 19-24 nt, délka produktu byla zvolena do 150 bp. Kvili
omezeni amplifikace pfipadné kontaminujici genomické DNA byly primery navrzeny tak, aby
mezi nimi lezel alesponi jeden intron délky alespont 500 bp. Syntéza primerd byla provedena
firmou Integrated DNA Technologies, Inc. Primery byly nejprve otestovany na standardnim
vzorku cDNA v péti dvojnasobnych fedénich (16, 8, 4, 2 a 1 ng ptivodni ndsady celkové RNA
na vzorek, v triplikdtech). K dal§im experimentim jsme pouzili primery spliujici podminku
smérnice regresni piimky -1,1 az -0,9 (osa x: log2 koncentrace, osa y: Ct) a podminku
regresniho  koeficientu R*>0,96). Daldi podminkou u detekce SYBRgreen byla
monokomponentni disociaéni kiivka s T, (teplota tani dvousroubovice) v souladu

s oekdvanou délkou produktu. Jako endogenni kontrola byl zvolen gen EIF4E. Ten byl
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vybran pomoci analyzy dat z mikrocipti, podle kritérii 1) fold-change < 1,2 v porovnani vsech

skupin (skutecnd maximalni hodnota pro EIF4E byla 1,17); 2) molekularni funkce genu je

.....

hodnota 0,65); 4) vysoka hladina exprese. Stabilita exprese byla ovéfena qPCR, smérodatna

odchylka Ct = 0,54.

Tab.4 Seznam pouzitych primeri

Gen Nazevprimeru Sekvence primeru
ACSLI ACSL1 e20F TGAACAGGTCAAAGGCATCA
ACSL1 e2IR GTCATCTATCTGCGACCTGAAATA
ARHGAPI17 | ARHGAP17 _ql1522F GGAAACGACTCTGACTCGGG
ARHGAP17 ql1663R TATTTAGAGTGCCACCCCGC
ARL17 ARL17 c247F ATTGAAGCTGGGGGAGACTG
ARL17 ¢377R GCTGCCACAGAGGTCTGATT
CAPI CAPI1 cl75F CGGAGAGCGGCTGATCG
CAPI1 c334R AGCTGCTCCTGCTTTTGAAG
CAPZAI CAPZA1 cl1071R CCTTGGCAGTTTGGGCTTCA
CAPZA1 c891F AACTTCTGGAATGGTCGTTGG
CD45 CD45 c174R GACAACGGTGACAGAGCTGG
CD45 c¢59F GACCAATGGCTCTGCCCTG
CD46 CD46 c778F ACTTATTGGAGAGAGCACGATTTA
CD46_c813pF ATTCAGTGTGGAGTCGTGCTGCTC
CD46 c865R AATCGACATTTGACCACTTTACAC
CEPS893C | CEP89 ql251F CTGTCACCATTGTTGCTGGC
CEP89 ql1361R TCACCACTTCTTGGACTCGC
CMC2 CMC2 c322F TCGGGAGTTGAGAAAATGCCT
CMC2 c396R ATTGCAATGCCATGCTCCCT
CNGB3 CNGB3 cl761F TCTTGGAGGCCCTGATGGTA
CNGB3 cl1875R CACCACATTGGCAGTTCGAC
EEFIB2 EEF1B2 c526F CCGACTTGTGTCATGCCCT
EEF1B2 c632R GGCAGGACCATATTTGCCCA
EIF4E EIF4E cl1701F CTGCGGCTGATCTCCAAGTT
EIF4E c1797R AGTAGTCACAGCCAGGCATT
ESPN ESPN ql1096F GACCTGTCGGACTTCAACGG
ESPN ql1239R GGGTGAGGACATGCCTGAAT
GFPTI GFPT1 _cl1636F GGTCCTGAGATTGGTGTGGC
GFPT1 c1781R TCAGGCAGCCGTTTCAATCC
GOSRI GOSR1 q432F GGCAATACGGGAAAGGGAGA
GOSR1 g561R TGAGTTTCGAAGGTGGTCATGT
HECTD4 HECTDA4 q10934F AAGGGAGCCCAGGGTTAGAA
HECTD4 q11059R TCAGCGTCTGCTCTGAATGG
IFT52 IFT52 ql519F CGGCTGGCTCAGATTACCAA
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IFT52 ql634R TTGGCATCCTGTTGGTCCTT
MTCH?2 MTCH2 q927F CAACAACTGTGGTCTTGCTGG
MTCH2 ql068R CTTCCCAAAGGGGACCTTCC
MLSTS MLST8 cl1017R TGGGTCACCTCGTCACCAAT
MLSTS8 c899F GAGGTCTCCATCACGTCCG
MMP?2 MMP2 q2013F ATAACCTGGATGCCGTCGTG
MMP2 q2148R CAGCCTAGCCAGTCGGATTT
PIK3C24 PIK3C2A _4144F CCCCAAACTACAGACGCAGAA
PIK3C2A 4215R GGCAATGCTTCCCAAACTTGA
POLDIP2 | POLDIP2 1076F AGCCTGCGTTCCAGTATAGC
POLDIP2 1174R CAAAGTGGGAGCCATCAGGT
PPIL3 PPIL3 q453F GGGGCAAGAAGTTTGAGGATG
PPIL3 g581R GTGGCTGTTTGCCATAGGTG
PRNT PRNT cl69R GGCACTGAAGGGTGTTAGGA
PRNT c36F CTGCAGAGAGGAGAGCAAGG
RAB44 RAB44 q2662F TGACAGCTACCGTGGGAGTA
RAB44 q2780R CTGTCGCGTCATACTGTGGT
RIMBP3C | RIMBP3 gF TGCTAAGAGTGTGGGGCTCT
RIMBP3 gR CTCCATCTCAGCCACTAGGC
RPLI7 RPL17 c759F ACAGAGCTCATGGTCGGATT
RPL17 ¢903R TGTTTCTTCAGTTTCTTCTGGGA
RPS154 RPSI5A c150R CACAGTGAGAAACCGGACGA
RPSI5A clF CTCTTTCCGCCATCTTTCCG
SELO SELO q781F CACGGTTGTGTTGCGTGTAG
SELO q899R CTCGAATGTCGTTCCTCCCC
SLAMF6 SLAMF6 q897F CAGTGTCTCCAACGAACAACAC
SLAMF6 q1046 TTGCCCTGGAAAAAGTGGGT
SLC47A42 SLC47A2 q994F TGAGATCGGGAGCTTCCTCA
SLC47A2 ql067R CCACCTCGTAGATGACAGCC
SLC6A8 SLC6A8 c1787F CATGGACGACATTGCCTGTA
SLC6A8 c1828pF CCTGGATGAAATGGTGCTGGTCCT
SLC6AS8 c1887R GATGAAGATGCCCATGCAGA
SMURF?2 SMURF2 ¢2376F TTGATGAAGAGCGACGAGCA
SMURF2 ¢2509R AGTGCAGGCATCAATCTGGT
SNAP23 SNAP23 c1007R CTGTTGGTGTCAGCCTTGT
SNAP23 c888F CTGACTCAAGTGGGCAGTATC
SNAP23 ¢923pF AGACATGGCCCTGAACATAGGCAA
STK39 STK39 1510F TGCCGTGAACCTCGTTTTGA
STK39 1648R ATCGTGACCATCCACCAAGC
TDRGI TDRGI1 c407F CAGCCCATCTCTGAAACCTC
TDRGI ¢523R ACTGCCTCCCTCCTCTTCAT
TESK?2 TESK2 c1038R TCACTCCCCATGCTGACATC
TESK?2 c844F TTTGCCTTGGACTGTGAGGG
HOOK HOOKI1 c¢2 632F GGTTGTGCGATCAACTGTGA
HOOKI ¢2 1271R GCTTGCGAAGGTCATTCAG
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CNTROB CNTROB el2 13245F TCCCTTCTGGCTCTTTTTAGC

CNTROB el12 13616R AGGAGTTCGAGGCTGCAAT

4.10 PCR, gelova elektroforéza

PCR — polymerazova fetézova reakce je amplifikace useku DNA. V diplomové praci
byla pouzita tato metoda pro kontrolu, zda je izolovana RNA skuteéné¢ ze spermii a
neobsahuje piimés leukocytové RNA nebo genomové DNA. Protoze je koncentrace RNA ve
spermiich nizka, je velmi dualezité¢ vyloucit, Ze tato RNA neprochézi ze somatickych bunck.
Pro tento ucel byla provedena PCR s primery detekujicimi ¢cDNA genu CD45, ktery je
markerem leukocytu (Hamatani, 2012) s detekci produktu PCR pomoci elektroforézy. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita cDNA vznikld reverzni transkripci RNA izolované z lidské
krve. PCR s primery specifickymi pro cDNA genu HOOKI, ktery je exprimovan ve
spermiich a zaroven neni exprimovan v leukocytech, byla pouzita pro kontrolu pfepisu RNA
do cDNA. Pro kontrolu kontaminace genomickou DNA byla pouzita PCR s primery pro gen
CNTROB — seznam a sekvence vSech pouzitych primera jsou uvedeny v tabulce 4.

Smési pro PCR-reakce byly pfipraveny podle nasledujici receptury (je uveden objem
na jeden vzorek, pii ptiprave pro vice vzorkil byly objemy piepocitany na pocet vzorkl +10%
na pfipadné ztraty béhem pipetovani):

e Voda—-1,8pl
e Betain SM—4 pl
e Smés deoxyribonukleotidtrifosfati 1 mM — 4 pl
e 5x Phusion GC Buffer — 4 ul
e Primer F 10 uM—1 pl
e Primer R 10 uyM—1 pl
e Phusion DNA Polymeréaza — 0,2 pl
e cDNA-2ul
e (Celkovy objem — 20 pl
Zkumavky byly umistény do termocykleru LabCycler (SensoQuest). Program pro

PCR-reakce je uveden v tabulce 5.
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Tab. 5 Program PCR pro CD45, CNTROB, HOOK1

PCR procedura Teplota °C Cas
Pocatecni denaturace 98 30s
Denaturace 98 10s
cjl?lﬁ Nasednuti primert (Annealing ) 63 30s
Syntéza DNA (Elongace) 72 15s
Zaverecnaelongace 63 5 min
Ochlazeni 4 o0

Nasledujici gelova elektroforéza probihala ve 2% agarozovém gelu. Pro piipravu 80
ml gelu bylo pouzito 1,6 g agarozy, 16 ml 5x koncentrované¢ho pufru TBE (Tris-Borate-
EDTA) a 64 ml destilované vody. Agaroza byla rozpousténa zahfatim v mikrovinné troubé.
Pak byl roztok ochlazen na 60 °C a bylo ptidano 5 ul roztoku Ethidium bromidu. Gel byl nalit
do specialni misky s hiebinky a pak ponechdn pii pokojové teploté ztuhnout po dobu 30
minut. Po ztuhnuti byly vyjmuty hiebinky a gel byl umistén do elektroforetické vanicky, do
které pak byl ptidan 1x TBE puft.

Pro ovéteni velikosti PCR-produktu byl pouzit na zacatku fady komercni Zebticek
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoScientific) — 3 pl. Kazdy vzorek PCR-produktu byl
pouzit v objemu 5 pl. Po naneseni vzorku byla elektroforetickd vanic¢ka ptipojena k pfistroji
pro elektroforézu Biometra P25. Napéti bylo nastaveno na 85 V, ¢as na 40 min. DNA byla
detekovana pomoci fluorescence ethidium bromidu v UV-svétle za pouziti ptistroje Syngene

G:Box a pocitacového programu GeneSnap.

4.11 Kvantitativni RT-PCR

Pro ovéfeni diferencidlni exprese vybranych genil byla pouzita metoda kvantitativni
RT-PCR. Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case je metoda, kdy béhem
amplifikace probiha detekce mnozstvi produktu v kazdém cyklu (na zdklad¢ fluorescence).
Pomoci této metody mtizeme porovnavat pivodni mnozstvi kopii genti v riznych vzorcich
mezi sebou.

Byly pouzity dva druhy detekce. U vétSiny gent byla pouzita detekce na zdkladé
fluorescen¢niho barviva SYBR Green, které se inkorporuje do dvoufetézcové DNA, a tak
vysila tim vétsi signal, ¢im je vice DNA v roztoku. U gentt CD46, SLC6A48, SNAP23 byly
pouzity TagMan sondy, které funguji na zéklad¢ exonukleazové aktivity DNA-polymerazy.

Na 5’ konci sondy je napojena molekula fluorescencniho barviva, a na 3’ je molekula, kterd
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pohlcuje fluorescenci. Pokud je sonda intaktni, fluorescence je utlumena, béhem elongace je
vSak sonda odbourana DNA-polymerazou, fluorescencni barvivo se odpojuje a zacind svitit.
Na zéklad¢ intenzity fluorescence v kazdém cyklu miiZzeme stanovit relativni mnoZstvi PCR-
produktu.

Primery navrzené pomoci programu Primer 3 byly objednany u firmy Integrated DNA
Technologies (USA). Primery dodané v lyofilizované form¢ byly nafedény vodou na
koncentrace 0,1 mM a pak pro piipravu mixu byly déle fedény na pracovni roztoky o
koncentraci 10 pM. Sondy TagMan se fedily na pracovni roztoky o koncentraci 10 pM.

V prvni etapé tohoto studia byly pouzity stejné vzorky, které byly pouzity pro analyzu
na mikro¢ipech. Pro druhou etapu studia byly pouzity kromé téchto vzorku také zbylé vzorky,
u kterych byla vyizolovand RNA a také vzorky z predchoziho studia. Ve druhé etapé studia se
porovnaval vétsi pocet vzorki, proto byla pouZita automatickd pipetovaci stanice Eppendorf
epMotion 5075 (Obr.7). Pii vyhodnocovani vzorki byl pouzit referencéni gen, ktery meél
vysokou a stabilni uroven exprese. Referencni gen byl vybran z n¢kolika riznych genti, které
vykazovaly vysokou a stabilni expresi v datech z mikro€ipii. Primery pro tyto geny byly
vyzkouSeny na real-time PCR a pak byl vybran jeden gen —E/F4E, ktery na daném souboru
gent vykazoval vysokou stabilni expresi. Bézné pouzivané geny, napt. GAPDH, nebyly
z riznych divodl vhodné, zejména pro nizkou a pfili§ variabilni expresi mezi jednotlivymi
vzorky (viz téZ kapitola Vybér a navrh primerti). Ve vSech experimentech jsme provadéli g-

RT-PCR v triplikatech (tj. ve tfech technickych replikatech pro kazdy vzorek).

Obr.7- Pipetovaci stanice EppendorfepMotion 5075
:= l‘---i- ‘—“f" T\ivq”’ \ I L e e - .
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Postup:

1. cast

Reakce probihala v objemu 20 ul na 96jamkové desticce. cDNA z krve slouzila jako pozitivni
kontrola, jako negativni kontrola slouzila voda. Smés pro reakce s detekci pomoci SYBR
Green byla pripravena podle tabulky 6 v pfepoc¢tu na pocet vzorku +10 % pro piipadné ztraty

béhem pipetovani.

Tab.6 Receptura pro piipravu smesi na g-RT-PCR (SYBR Green)

Reagencie Objem pro 1 vzorek
2x Power SYBR Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems) 10 pl
Primer F 0,6 ul
Primer R 0,6 ul

Voda 0,8 ul
cDNA 8 ul

Smés pro detekci sondami Tagman byla pfipravena podle tabulky 7 v pfepo¢tu na pocet

vzorkd +10% pro ptipadné ztraty béhem pipetovani.

Tab. 7 Receptura pro piipravu smési na g-RT-PCR (Tagman)

Reagencie Objem pro 1 vzorek
2xTagMan Gene Expression Master Mix

(Applied Biosystems) 10 pl
Primer F 1,8 ul
Primer R 1,8 ul

Sonda 0,5 ul
cDNA 5,9 ul

Byl pouzit PCR systém AppliedBiosystems 7000 nebo AppliedBiosystems 7900HT
Real-Time PCR. Pro vzorky s detektorem SYBR green se po skonceni standardniho programu
provadelo stanoveni disociacni kiivky, aby bylo mozné potvrdit pifitomnost specifického
produktu PCR v jamce (krok 4.).
q-RT-PCR program zahrnoval ¢tyfi kroky:

1. 50 °C — 2 min

2.95°C - 10 min

3. (opakovéani 40x) 95°C — 15s, pak 60 °C 1 min

4.95 °C —15s, 60 °C —15 s, pak pomalu (2% maximalni rechlosti) na 95%.
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2. cast

Ve druhé c¢asti studia reakce probihala v 12 pl a pipetovani se provadélo automaticky.
Kazdy vzorek byl zméfen ve tfech technickych replikatech a porovnan s endogenni kontrolou
— EIF4E. Sériové 8x tedénd cDNA z krve byla pouzita jako standard pii testovani primera
pted vlastnim méfenim cDNA ze spermii.

Jako negativni kontroly byly pouzity: smés s vodou misto cDNA, pro vylouceni
kontaminace genomovou DNA byla jest¢ pouzita negativni kontrola, ziskana béhem piepisu
RNA do cDNA s ptidanim RNA, ale bez reverzni transkriptazy. Smés se pfipravovala podle
receptury uvedené v tabulkach 8 (SYBR Green) a 9 (Tagman).

Tab. 8 Receptura pro pripravu smési na q-RT-PCR (SYBR Green)

Reagencie Objem pro 1 vzorek
2x FAST qPCR Master Mix (Applied Biosystems) 6 ul

Primer F 0,36 pl
Primer R 0,36 pul

Voda 1,28 pl
cDNA 4 ul

Tab. 9 Receptura pro piipravu smési na g-RT-PCR (Tagman)

Reagencie Objem pro 1 vzorek
2xTagMan Gene Expression Master Mix

(Applied Biosystems) 6 ul

Primer F 1,08 ul
Primer R 1,08 ul
Sonda 0,3 pl
cDNA 3,54 pul

Byl pouzit PCR systém Applied Biosystems 7900HT Real-Time PCR, teplotni profil

byl stejny, jako predchozi Casti této prace.

Zpracovani dat q-RT-PCR

Pouzili jsme AACt metodu. Nejprve jsme pro kazdy triplikat daného vzorku vypocitali

aritmeticky primér hodnot Ct pro testovany a kontrolni gen. Pak jsme pro kazdy vzorek

vypocitali hodnotu ACt:

ACtgen = Ctgen'Ctendokomrola (EIF4E)
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Aritmeticky primér hodnot ACt pro skupinu plodnych muzi s normélnim
spermiogramem (tj. pro kontrolni skupinu) jsme odecetli od ACt pro kazdy vzorek, tim jsme
ziskali hodnotu AACt:

AACltgen = ACtgen - ACtgen, pramer kontrolni skupiny

Hodnoty AACt by mély byt normalné rozdélené. To jsme si ovétili pomoci normalnich
grafii (,,normal probability plot) v programu STATISTICA. Kontrolni skupinu a skupinu
neplodnych muzii jsme pak porovnali oboustrannym dvouvybérovym Studentovym t-testem.

Hotnotu relativni exprese (RQ = relative quantity) jsme pocitali podle vztahu:

RQ — 2-AACt

5 Vysledky
5.1 Hledani kandidatnich gent

Studie byla rozdélena do dvou etap. Béhem prvni etapy jsme hledali kandidatni geny a
mozné vztahy mezi diferencidlné exprimovanymi geny. V prvni etapé byla izolovdna RNA ze
41 vzorkl. U vSech byla nasledn€é zméfena koncentrace a vyhodnocena kvalita RNA pomoci
spektrofotometru Eppendorf Bio Photometer s kyvetou Hellma TrayCell.

Koncentrace vyizolované RNA se pohybovala od 11,6 do 394 ng/ul. Pomér
absorbance 260/280 byl od 1,25 do 2,35, 260/230 od 0,04 do 2,03. Jak je tedy patrné, kvalita
RNA nebyla u vSech vzorkli optimalni. Proto jsme na zdkladé téchto parametri a také
rozlozeni RNA podle velikosti z dat Bioanalyseru (Obr. 8) vybrali 24 vzorki, které byly
nejkvalitnéjs$i. Ty jsme pouzili pro celogenomovou analyzu na mikrocipech. RNA ve
spermiich se vyznacuje ¢asteCnou degradaci ribozomalnich RNA, vzhledem k celkové nizké
koncentraci RNA je také vyss§i pravdépodobnost kontaminace genomickou DNA. Proto jsme
pfi izolaci inkubovali kolonku s navdzanymi nukleovymi kyselinami DNazou I (protokol

modifikovan podle Cappallo-Obermann et al., 2011).
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Obr. 8 — Priklady elektroforeogramu na Agilent 2100 Bioanalyzer. Na hornim obrazku je
RNA, vyizolovana ze somatickych bun¢k (tkani), dva prostiedni panely ukazuji Gspésné
vyizolovanou RNA spermii s viditelnym signalem 28S a 18S rRNA, pomér koncentrace 28S
rRNA k 18S rRNA je oproti somatickym bunkam nizsi. Dolni panel ukazuje RNA vzorek

degradovany, ptipadné kontaminovany degradovanou genomovou DNA
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Pro potvrzeni pfitomnosti skute¢né RNA ze spermii a vylouceni kontaminace DNA a
pfipadnou RNA zjinych typu bunék, jsme provedli PCR s nasledujici elektroforézou
v agarovém gelu pro CNTROB, HOOK 1, CD45. Fotografie gelii jsou na obrazku 9.

Gen HOOKI je exprimovan ve spermiich, je tedy pozitivni kontrolou pfitomnosti
cDNA spermii (stejné¢ jako v ptfipadé primerd pro q-RT-PCR byly primery pro HOOKI
navrzeny v ruznych exonech, délka produktu pro genomickou DNA je prilis velkd pro
amplifikaci).

PCR pro gen CNTROB slouzi k odhaleni pfipadné kontaminace genomovou DNA.
Primery hybridizuji v oblasti intronu (forward intron 11, reverze intron 12) a proto produkt
vznikd jen z genomické DNA a nikoli z cDNA.

CD45 (Jodar et al., 2012) se exprimuje v bunikdch imunniho syst¢ému (T a B
lymfocyty, NK-buitkami, eozinofily, bazofily, dendritické bunky). Nepfitomnost signalu
vylucuje kontaminaci vzorkl témito bunkami.

Vysledky ovéteni cDNA spermii pomoci PCR s nésledujici elektroforézou jsou na obrazku 9.
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Obr. 9. Fotografie gelii po elektroforéze

1. HOOKI — potvrzeni ptitomnosti cDNA spermii po reverzni transkripci z celkové
RNA, primery pro HOOK1 byly navrzeny v rtiznych exonech, délka produktu pro genomovou
DNA je prilis velka pro amplifikaci za danych podminek.

2. CNTROB — ukazuje nepfitomnost kontaminace genomovou DNA, navrZené primery
nasedaji v intronovych oblastech a proto nedochazi k amplifikaci cDNA.

3. Chyb¢jici amplifikace CD45 potvrzuje nepiitomnost kontaminace vzorku bunkami
imunniho syst¢ému (T a B limfocyty, NK-bunkami, eozinofily, bazofily, dendritickymi
buitkami).

NKI1- negativni kontrola RNA spermie bez reverzni transkriptdzy, NK2- negativni
kontrola bez RNA, NK3 - negativni kontrola RNA z krve bez reverzni transkriptazy.

HOOK1
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DNA
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DNA
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Na mikrocipech byly k dispozici sondy pro testovani celkem 53617 genti. Porovnavali
jsme kaZzdou skupinu infertilnich pacientll s kontrolni skupinou a také skupiny s riznou
patologii mezi sebou.

Na celogenomové urovni (po korekci na mnohonasobné porovnani) nebyl nalezen

zadny diferencialné exprimovany transkript. Piesto jsme pokracovali v analyze, pfi¢emz jsme
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nejprve zvolili arbitrdlni kritérium p<0,005 pro analyzu siti takto ,,diferencidlné
exprimovanych® gentl, s tim, Ze se pokusime pro n¢které zajimavé geny ovéfit diferencialni
expresi pomoci kvantitativni RT-PCR v redlném case.

V tabulce 10 jsou uvedeny skupiny vzorkl a pocet transkriptii odpovidajicich kritériu

p<0,005.

Tab. 10 Pocet diferencidlné exprimovanych genti na zaklad¢ celogenomové analyzy
24 vzorkl, seznam genil je uvéden v priloze 1.

Skupiny vzorki Pocet transkriptu P<0,005
Astenoteratozoospermie vs kontrola 381
Astenozoospermie vs kontrola 969
Normospermie vs kontrola 110
Astenoteratozoospermie vs astenozoospermie 499

5.2 Vysledky IPA

Vysledky ziskané pomoci celogenomové analyzy pak byly zpracovany za pouZiti

softwaru Ingenuity Pathway Analysis (IPA, viz metody).

Normospermie v porovnani s kontrolou

Pii porovnani skupiny normospermie s kontrolou jsme nalezli celkem devét siti.
Vétsina genil z téchto siti — 19 z 26 spadala do dvou siti. Jedna znich je spojena s
abnormalitami organismu,volnymi radikdly a molekularnim transportem. Ve druhé siti se
spojily drdhy odpovidajici za pohyb bunék, vyvoj kardiovaskularniho systému a morfologii

organt. Tyto dv¢ sité jsou zobrazeny na obrazku 10.
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Obr.10 Dvé nejvetsi sité diferencialné exprimovanych gend pii porovnanikontrolni
skupiny se skupinou normospermie. Zelenou barvou jsou vyznacené geny vykazujici
sniZenou expresi u normospermickych neplodnych muzi, cervenou barvou jsou oznaceny

geny s expresi sniZzenou. Cim syt&j$i barva, tim je vétsi rozdil v expresi. Hrany znamenayji
nalezené vztahy mezi geny.
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Astenoteratozoospermie a astenozoospermie v porovnani s kontrolou

U skupin astenoteratozoospermie a astenozoospermie pii porovnani kazdé s kontrolou
pozorujeme urcité shody v diferencidlni expresi genll: maji spolecné dva geny z 10 se

zvysenou expresi a dva z 10 se sniZzenou expresi (Obr.11).

53



Obr. 11 Seznam gent s nejvetsim rozdilem v expresi pii porovnani skupin

astenoteratozoospermie (vlevo) a astenozoospermie (vpravo) s kontrolou

Exp Fold Change up-regulated

Exp Fold Change up-regulated

Molecules Exp. Value Molecules Exp. Value
OR8H2 +4712 EEF1B2 + 4,405
LOC3838692 + 4,677 RPL17 + 4,109
RPL17 + 4,642 LOC388692 +3,730
OR6C74 + 4,081 DUX4 +3,279
mir-548 + 3,575 MIR3161 + 2,896
MIR2113 T 3,348 RPSA +2,723
ORS5I1 +2734 MIR4253 + 2,534
OR10A7 + 2,692 PROL1 +2,326
LOC101930023 + 2,409 CACNA1C-AS2 +2.143
OR4X2 +2322 RNUB-69P* + 2,084
Exp Fold Change down-regulated Exp Fold Change down-regulated

Molecules Exp. Value Molecules Exp. Value
GFPT1 -5,271 RPS15A -5,818
SMURF2* -5,085 CNGB3 -5,452
SELO -4 575 UPK3B -5,315
CMC2 -4 464 KLHLB-AS1 -5,114
CCT4 -4,263 RIMBP3 (includes others) -3,720
POLDIP2 -4,164 LOC101928014 -3,551
ATF6 -4,007 SELO -3,172
TOMM22 -3,966 CIRH1A -2,721
PLEKHMA1 -3,944 SMURF2 -2,713
MTCH2 -3,931 LOC102723951* -2,419

5.3 Kvantitativni RT-PCR na vzorcich z celogenomové analyzy

V prvni etapé jsme ovétovali exprese 36 vybranych genti pomoci kvantitativni RT-
PCR na vzorcich, pouzitych pro celogenomovou analyzu. Geny byly vybrany na zakladé p-

hodnoty, fold-change a funkce téchto genii. Vysledky q-RT-PCR jsou zahrnuty v tabulce 11.

Tab. 11 Vysledky kvantitativni RT-PCR na 24 vzorcich, AT-astenoteratozoospermie,

A-astenozoospermie, N-normospermie, K-kontrolni skupina.

Gen Skupina ttestAACt
ACSLI AT-A 0,00649
ADAM?2?2 AT-A 0,82127
ARHGAPI17 N-K 0,02222
ARLI17 AT-K 0,17883
CAPI AT-A 0,10745
CAPZAI AT-A 0,04758
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CD46 AT-A 0,02899

CEPS893C AT-K 0,324668
cMC2 A-K 0,11886

CNGB3 AT-K 0,05687

EEFI1B2 AT-K 0,525137
ESPN A-K 0,923005
ESPN AT-K 0,25889

GFPTI A-K 0,22651

GOSR A-K 0,596727
HECTD4 A-K 0,78816

HECTD4 AT-K 0,207181
IFT52 A-K 0,483731
IFT52 AT-K 0,695438
MLSTS AT-K 0,059738
MMP?2 N-K 0,002108
MTCH?2 A-K 0,450516
PIK3C24 A-K 0,587306
POLDIP? A-K 0,110081
PPIL3 N-K 0,684854
PRNT AT-A 0,162517
RAB44 N-K 0,093902
RIMBP3C AT-K 0,595623
RPLI17-7 AT-K 0,056941
RPS154 AT-K 0,611347
SELO A-K 0,981854
SELO AT-K 0,063221
SLAMF6 N-K 0,004648
SLC4742 A-K 0,912966
SLC4742 AT-K 0,017998
SLC6A48 AT-A 0,116496
SMURF?2 A-K 0,158164
SNAP23 AT-A 0,015948
STK39 A-K 0,686097
TESK?2 AT-A 0,116155

V prvni etapé ndm vyslo osm genil se signifikantnim rozdilem v expresi.
5.3.1 Porovnani skupiny astenoteratozoospermie s kontrolou

V této skupiné jsme nalezli pomoci mikro€ipové analyzy 381 diferencialné
exprimovanych gend, (p-hodnota mensi nez 0,005). V porovnani s fertilni kontrolou jsme ve

vzorku ze skupiny astenozoospermii nalezli 117 genil, jejichz exprese byla sniZzena (down
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regulované), u ostatnich 264 mnozstvi RNA pfislusného genu byla zvySena. Z gent
s rozdilnou expresi jsme pomoci kvantitativni RT-PCR ovéfili exprese 13 gent, a to: ARLI7,
CEP893C, CNGB3, EEFIB2, ESPN, HECTD4, IFT52, MLSTS, RIMBP3C, RPLI17-7,
RPS154, SELO, SLC47A42. Z téchto genii se ndm podafilo potvrdit diferencidlni exprese
jednoho genu SLC47A42, ktery prokazal zvySenou expresi u skupiny astenoteratozoospermii.

Porovnani vysledku q-RT-PCR s vysledkem mikro¢ipové analyzy je na obrazku 12.

Obr.12 — graf, vykazujici vyssi exprese genu SLC47A42 ve skupiné astenoteratozoospermie
(AT) v porovnani s kontrolami (K) na zaklade vysledku mikrocipové analyzy (affy) a q-RT-
PCR (qPCR)

6
5
?;‘1’ 4 m offy-AT
g 3 affy-K
T
S 5 T M gPCR-AT
W gPCR-K
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O .

SLC47A2

SLC4742— solute carrier family 47 member 2, alternativni nazev tohoto genu je
MATE?2 (Multidrug and Toxin Extrusion 2). Tento gen je znamy jako specificky antiporter
kationtu, exprimovany pfedev§im v ledvinach (Masuda et al., 2006). Ve spermiich ani
v muzském pohlavnim systému zatim nebyl zkouman a jeho funkce tak neni zndma.

5.3.2 Porovnani skupiny astenozoospermie s kontrolou

Pii porovnavani skupiny astenozoospermii s fertilni kontrolou jsme nalezli 969 genii
s diferencialni expresi, kde p-hodnota byla mensi nez 0,005. Z nich 387 geni vykazovalo
sniZzenou expresi ve skupiné astenozoospermii, ostatnich 582 vykazovalo vyS$$i expresi.
Pomoci kvantitativni RT-PCR jsme ovéfili expresi 13 gend, a to CMC2, ESPN, GFPTI,
GOSR, HECTD4, IFT52, MICU2, PIK3C2A4, POLDIP2, SELO, SLC47A2, SMURF?2, STK39.
Ani v jednom ptipade se ndm vSak nepodatilo potvrdit diferencidlni exprese pomoci q-RT-

PCR.
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5.3.3 Porovnani skupiny normospermie s kontrolou
Pti porovnavani skupiny normospermii s kontrolou jsme nalezli 110 diferencialné
exprimovanych gend. Z nich bylo 76 se snizenou expresi ve skupin¢ infertilnich pacientt a
34 vykazovalo zvySenou expresi. Pomoci kvantitativni RT-PCR jsme ovétili expresi péti
gent, a to ARHGAP17, MMP2, PPIL3, RAB44, SLAMF6. Z téchto genll se nam
podarilo prokézat diferencidlni expresi u tfech genti: ARHGAP17, MMP2, SLAMF6, vSechny

ukazuji zvySenou expresi ve skupiné patologickych spermii (obr.13).

Obr. 13 — ZvySena exprese geni ARHGAPI7, MMP2, SLAMFG6 ve skuping
normospermie (N) v porovnani s kontrolou (K). Vysledky ziskané pomoci mikrocipu (affy) a

q-RT-PCR (qPCR).
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ARHGAPI17 — Rho GTPase activating protein 17, také v literatufe nazyvany Richl a
Nadrin. Tento protein hraje roli v regulaci exocytézy (Harada et al., 2000), regulace polarity
bunck (Wells et al., 2006) a také jako regulator bunécné adheze a proliferace (Zhang et al.,
2015).

MMP2 — matrix metalloproteinase 2 — Protein, kédovany timto genem, je
pravdépodobné lokalizovany na vnéj$i membran€ akrosomu. Hraje dualezitou roli béhem
oplozeni, a to pfi Stépeni zona pellucida pii penetraci oocytu (Ferrer et al., 2012).

SLAMF6 — SLAM familymember 6 je ¢lenem rodiny SLAM, transmembranovy
receptor, z imunoglobulinové superrodiny, ktery je exprimovan v buiikdch imunitniho
systému, konkrétné v pfirozenych zabijec¢ich (NK bunikéch), T a B lymfocytech (Chatterjee et

al., 2011). Jeho funkce ve spermiich neni znama.
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5.3.4 Porovnani skupiny astenoteratozoospermie se skupinou astenozoospermie

Pfi porovnavani dvou skupin vzorkd s patologickymi spermiemi mezi sebou jsme
nalezli celkem 499 diferencialn¢ exprimovanych genii; 298 z nich vykazovalo u skupiny
astenozoospermii zvySenou expresi v porovnani se skupinou astenospermii a 201 gent
vykazovalo niz§i expresi.

Pomoci kvantitativni RT-PCR jsme ové&fili exprese deviti gent, a to: ACSLI,
ADAM?22, CAPI1, CAPZAI, CD46, PRNT, SLC6AS8, SNAP23, TESK2. Z nich u ¢tyfech genti —
ACSLI, CAPZAI, CD46 a SNAP23 se nam podarilo potvrdit diferencialni exprese. Ve vSech
pripadech ve skupiné astenoteratozoospermie vybrané geny vykazovaly zvySenou expresi

(obr.14).

Obrazek 14 — zvysena exprese genu ACSLI, CAPZAI, CD46 a SNAP23 u skupiny
astenoteratozoospermie (AT) v porovnani s astenozoospermii (A). Vysledky ziskané¢ pomoci

mikroCipu (aftfy) a q-RT-PCR (qPCR).

25
20

Q W affy-AT
g 15 y
5 affy-A
R ® gPCR-AT
L

B gPCR-A

ACSL1 CAPZA1 CD46 SNAP23

ACSLI je acyl-CoA synthetase long-chain family member, 1 hraje roli v syntéze
mastnych kyselin v mitochondrii (Schneider et al., 2014), jeho role ve spermiich neni znama.

CAPZAI- capping actin protein of muscle Z-line alpha subunit 1 je protein regulujici
sestaveni aktinovych mikrofilament (Maun et al., 1996). Jeho role ve spermiich neni zndma,
ale existuje homologni gen CAPZA3, ktery hraje roli ve vyvoji spermatid a jehoz mutace je
spojena s abnormalitami vyvoje spermii u mysi (Geyer et al., 2009).

CD46 je membranovy protein spojeny s funkci oplozeni spermii a zucastni se
interakce spermie s oocytem (Fabryové and Simon, 2009).

SNAP 23-synaptosome associated protein 23 je dilezity protein pro splynuti membran

béhem akrozomalni reakce (Tomes et al., 2002).
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5.4 Ovéreni rozdilné exprese genli na vétSim souboru vzorkii

Do druhé etapy studia pro testovani rizné exprese genu jsme zatradili do porovnavani
dalsi vzorky, které byly izolovany v tomto studiu, a k nim jsme piidali vzorky z ptedchozi
prace, které byly poskytnuty stejnou laboratofi a zpracovany stejnym zpisobem. Celkem
soubor zahrnoval 67 vzorkli spermii, a to ze skupiny astenoteratozoospermie — 20,
astenozoospermie — 15, normospermie — 16 a z kontrolni skupiny — 16. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 12. Celkem bylo testovano 10 gent.

Tab. 12 Vysledky kvantitativni RT-PCR na vétsim souboru vzorku

Gen skupina | ttestAACt
ACSLI1 A-AT 0,534585
ARHGAPI17 | N-C 0,025203
CD46 A-AT 0,228274
CNGB3 AT-C 0,148624
MLSTS AT-C 0,77833
MMP?2 N-K 0,951331
RPL17-7 AT-C 0,784044
SELO AT-C 0,250436
SLC47A2 AT-C 0,05662
SNAP23 A-AT 0,327474

Na vétsim poctu vzorkih se nam podafilo potvrdit diferencidlni expresi genu
ARHGAPI7 uskupiny normospermickych infertilnich muZii v porovnani s kontrolni
skupinou. Ovéfeni rozlozeni dat se provadélo pomoci normalniho p-grafu. Na obrazku 12 je
normalni p-graf pro ovéfeni rozlozeni dat vysledky AACt z 31 vzorkd pro gen ARHGAPI17,
ziskanych pomoci g-RT-PCR. Jeden vzorek z kontrolni skupiny byl z vypoctu vyfazen kvili

velmi nizkému signalu.
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Obrazek 15 — normalni p-graf rozdéleni vzorkl vyslednych dat z qPCR (pfepocitanych na
AACY)

Mormaini p-graf z ddGCt_arhgapiT
Tabulkal 10w=32c

Ocek. normal. hodnaoty

25 -2.0 -1.5 -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Pozorowany kvantil

Podle vysledku g-RT PCR na vét§im souboru vzorkd, u skupiny infertilnich muzt byla
exprese genu ARHGAP17 1,64krat vyssi, nez ve skupiné plodnych jedinci. RozloZeni hodnot
fold change jednotlivych vzorkli ze skupiny infertilnich muzi v porovnani s kontrolou jsou

uvedeny na grafu na obrazku 16.

Obrazek 16 — rozlozeni hodnot fold change genu ARHGAPI7 u infertilnich muzi

v porovnani s kontrolou.
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Diskuze

Cilem diplomové prace bylo pokusit se najit kandidatni geny jako markery muzské
neplodnosti na zékladé porovnani rozdilné exprese gent ve skupinidch pacientd
s diagnostikovanou infertilitou s kontrolni skupinou plodnych muzu.

V poslednich desetiletich probihd v této oblasti intenzivni vyzkum podpofeny i
technologickym rozvojem genomiky, epigenomiky, transkriptomiky a proteomiky, piesto
vSak zlstavaji pric¢iny muzské neplodnosti z velké casti neznamé (Bracke et al., 2018). Pro
praci na tomto vyzkumném projektu byla vybrdna metoda mikrocCipové celogenomové
analyzy transkriptomu, ktera se ve svétovém méfitku pro vyzkum RNA spermii bézné
pouziva (Tab. 4), je relativné jednoduchéd pro statistické¢ zpracovani a finanéné dostupna pro
veétsi mnozstvi vzorkl. Novéjsi technologie — sekvenovani nové generace — je zatim méné
rozsifena, zejména kvuli vyS$§im ndrokiim na finance a statistické zpracovani vysledki.
Skutecnost, Ze vétSina praci podobnych této studii, zabyvajicich se vyzkumem transkriptomu
spermii, vyuziva technologii mikro¢ipu a q-RT-PCR, by mohla do budoucna usnadnit
porovnani a pfipadnou metaanalyzu. Nicméné ktomuto ucelu je tieba spiSe nez
technologickou shodu mit shodu fenotypu v cilovych populacich neplodnych muzi a zplsob
vybéru kontrolnich skupin. Prace s RNA spermii je bez ohledu na pouzitou transkriptomickou
metodu velmi naro¢nd, zejména diky ptirozené nizké koncentraci a velké fragmentaci RNA
ve spermiich (Mao et al., 2014). To je jeSté vic problematické u neplodnych pacienti, ¢asto
s velmi nizkym poctem spermii v ejakulatu.

Do této studie bylo zahrnuto celkem 67 pacientii, z nich celogenomova analyza se
provadéla na 24 vzorcich, ovéteni pomoci q-RT-PCR se provadélo na vSech 67 vzorcich.

Pfi celogenomové analyze nasich 24 vzorkl nedosahovaly rozdily v genové expresi
celogenomové signifikance (FDR 10%, Benjamini-Hochberg). Proto jsme zvolili arbitralni
hodnotu p < 0,005 pro vyhledani kandidatnich gend, u nichZ by bylo mozné ovéfit
diferencialni expresi pomoci q-RT-PCR. Tomuto kritériu odpovidalo 1959 transkriptl. Z nich
989 m¢lo pfirazen ndzev genu (gene symbol). Pfi porovnani vysledkii z celogenomové
analyzy s jinymi dostupnymi daty (Platts et al., 2007, Bansal et al., 2016) jsem zjistila, ze
16% z ndmi nalezenych genti (158) se ptekryva s diferencialné exprimovanymi geny z prace
Plattse a spol. (Platts et al., 2007), kde bylo pomoci mikro¢ipu analyzovéano 31 vzorkd spermii
od 17 kontrol a 14 pacientli s teratozoospermii. Pfi porovnani naSich vysledkl s druhou
velkou studii se zjistilo, ze 7% genti (72) je spole¢nych s vysledky Bansal a kolektiv (Bansal

et al., 2015). Tato prace porovnavala plodné muze (20) s neplodnymi pacienty s normalnim
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spermiogramem (20) a pacienty s asthenozoospermii (20). Porovnani vysledkti nasi prace
s nalezy téchto autorti jsou v piiloze 2.

Z hlediska poctu vzorkl v porovnani s ostatnimi je nase studie primérné velka. Ze
sedmi obdobnych vyzkumnych projektt, provedenych podobnou metodou, ve tfech byla
analyza transkriptomu na mikro€ipech provedena na vice nez 24 vzorcich. V jedné z prvnich
srovnatelnych praci (Platts et al., 2007) se porovnavaly RNA z 31 vzorkd, ze kterych 17 bylo
v kontrolni skupiné a 14 od pacientii s diagnostikovanou teratozoospermii. V této studii se
dalsi ovéfeni dat na zadkladé¢ g-RT-PCR neprovadélo. Z analyzy funkci diferencialné
exprimovanych genti vyplynul vyrazny rozdil v expresi u gend z ubiquitin-proteasomalni
drahy, kde veskupiné patologickych spermii tyto transkripty byly vyrazné
potlaceny. V naSich vysledcich bylo detekovano celkem 24 gend z ubiquitin-proteosomalni
dréhy, ve skupiné astenozoospermickych pacientii bylo nalezeno 14 genti, ze kterych
transkripce u 13 byla potlacena v porovnani s kontrolou. Pét z téchto transkripti patii do
skupiny E3-ubiquitin ligdz a vSechny vykazuji snizenou expresi v patologickych spermiich.
Obdobné vysledky u transkripti z fady E3-ubiquitin ligaz byly zaznamenany 1 v praci Platts a
spol. (Platts et al., 2007). Co se ty€e celkového profilu, byla v této praci celkem detekovana
snizend exprese u 80% znalezenych diferencidlné exprimovanych genti ve skupiné
patologickych spermii. V nasi studii jsme ale ziskali opacné vysledky. Pii porovnani skupin
astenoteratozoospermie a astenozoospermie s kontrolou mély témét dvé tietiny diferencialné
exprimovanych transkripti (264 z 381 u astenoteratozoospermie a 582 z969 u
astenozoospermie) zvysenou expresi u patologickych spermii.

V praci Garrido a kolektivu (Garrido et al., 2009) z roku 2009 bylo analyzovéno 10
vzorkll spermii pomoci mikro€ipové analyzy. Porovnavalo se 5 vzorkli od pacient
s idiopatickou neplodnosti s 5 vzorky od plodnych muzi. Exprese vétSiny z nalezenych
diferencialné¢ exprimovanych genli byla snizena u neplodnych jedinci. To se shoduje i
snasimi vysledky, kde pii porovndni skupiny infertilnich pacientll s kontrolni skupinou
vykazovalo potlatenou expresi 76 zcelkového poctu 110 transkripth. Diferencidlné
exprimované geny nalezené Garrido a spol. (Garrido et al., 2009) byly zapojeny do drah
spojenych se zranim a diferenciaci spermii a RNA pro ribozomalni proteiny. V nasi studii
jsme nalezli desitky transkript s odliSnou expresi, které mohou byt spojené s ribozomy: pii
porovnani skupiny astenoteratozoospermie s kontrolou bylo nalezeno 9 transkriptd, tfetina
znich byla ve skupiné neplodnych pacientii potlacena, zbylych 6 vykazovalo zvySenou

expresi. U transkriptli se zvySenou expresi 5 z 6 bylo identifikovano jako pseudogeny. Za
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pseudogeny se povazuji sekvence DNA, podobné geniim, které ale kvili mutacim uz tuto
funkci nemaji. Mohou vsak hrat roli v regulaci (potlaceni) exprese jim podobnych funkénich
gentt (Grander and Johnsson, 2015). Ve skupiné¢ astenozoospermie z 20 nalezenych
transkript souvisejicich s ribozomy, u 11 byla exprese snizena v porovnani s kontrolou, u 9
transkriptll byla naopak exprese zvySend. Mezi témito 9 transkripty je 8 pseudogend. Pfi
porovnavani skupiny normospermickych muzi s kontrolou bylo nalezeno celkem 5
transkripta s rozdilnou expresi, z nich 3 vykazovaly 4 az 5krat zvySenou expresi u infertilnich
pacientll a vSechny byly pseudogeny. Dalsi pseudogen vykazoval také zvySenou expresi, i
kdyz mén¢ vyrazné€ a jeden gen byl potlacen ve skupiné normospermickych pacientu. Podle
vySe zminéné hypotézy by nalezené pseudogeny mohly mit vliv na potlaceni exprese
»pravych® genil pro ribozomalni proteiny, coz se shoduje i s pozorovanim (Garrido et al.,
2009). Vyrazny rozdil v transkriptech pro ribozomalni proteiny byl detekovan ve studii
Bansal a kolektiv z roku 2015, (Bansal et al., 2015), kde pozorovali snizenou expresi RNA
pro ribozomalni proteiny u astenozoospermickych pacientl v porovnani s kontrolou.

V préci z roku 2012 Jodar a kolektiv (Jodar et al., 2012) bylo nalezeno 19 transkripta
s rozdilnou expresi pii porovnani RNA ve spermiich od 17 astenozoospermickych pacienti s
12 vzorky od plodnych jedinct. Analyza se provadéla na zacatku na mensim poctu vzorka (4
a 4) pomoci mikrocipové technologie. Pét geni pak bylo vybrano pro ovéfeni pomoci
kvantitativni RT-PCR. Z péti transkriptl, u tii (ANXA2, BRD2 a OAZ3) byla potvrzena
rozdilna exprese. Ani jeden z 19 transkriptil z této prace se v naSem souboru nevyskytuje.

V praci (Bonache et al., 2012), kde se mikroCipova analyza provadéla na 43 vzorcich a
pak nésledovala q-RT-PCR na 68 vzorcich se porovnavali darci spermatu a jejich uspesnost
pro vyuziti na klinikach asistované reprodukce. Byly identifikovany geny EIF5A4, RPLI3,
RPL234 a RPS27A4, jejichz uroven exprese korelovala s GspéSnosti dosazeni t€hotenstvi. Ani
jeden s téchto genl se opét nevyskytuje v nasi studii, je vSak zajimavé, Ze vSechny tyto geny

V dalsi velké studii z roku 2015 (Bansal et al., 2015) bylo pro celogenomovou analyzu
pouzito 60 vzorkl spermii, ze kterych 20 bylo z kontrolni skupiny, 20 s normospermii a 20 s
astenozoospermii. Bylo nalezeno 2081 diferencidlné exprimovanych genli, ovéfeni
diferencidlni exprese pomoci q-RT-PCR se vSak neprovadélo. V naSich vysledcich jsme nasli
72 stejnych diferencialné exprimovanych gent.

V posledni dobé se pro vyzkum transkriptomu spermii zacind pouZzivat sekvenovani

nové generace. Jedna z prvnich praci tohoto typu je (Jodar et al., 2015), kde se autofi pokusili
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zjistit, jestli je tato metoda vhodna jednak pro ziskéni zékladnich poznatkti o transkriptomu
spermie, jednak pro predikci uspesnosti 1écby neplodnosti. Do studie bylo zahrnuto 72 vzorkt
spermii od pacienti s idiopatickou neplodnosti, ktefi podstoupili 1é€bu pomoci technik
asistované reprodukce. Bylo nalezeno 648 ,RNA elementii spermie” (SRE-sperm RNA
elements), které vykazovaly vysokou stabilni expresi u kontrolnich vzorkt a jejichz absence
neplodnosti. Vétsina z detekovanych elementi patfila k exonovym oblastem celkem 285
gentl, 40% z téchto gent je spojeno s vyvojem spermie, oplozenim a ¢asnym embryonalnim
vyvojem. Bohuzel, jsme nemohli provést pfimé srovnani s naSimi vysledky, protoze prace
(Jodar et al., 2015) neobsahuje seznam gent spjatych s SRE v ¢lanku ani v suplementarnich
datech. Pouze databdze GEO obsahuje pod identifika¢nim ¢islem GSE65683 zpracovand data
klustert ze vSech vzorkl, ovSem bez vyznaceni 648 SRE.

Velké rozdily ve vysledcich rtiznych studii, vcetné¢ na$i, mohou svédCit o velké
heterogenité jak pfi¢in neplodnosti, tak i samotnych experimentalnich populaci. Druhym
jmenovanym faktorem by bylo moZzno vysvétlit niz§i shodu se studii Bansala a kolektivu,
ktera pochazi z indické populace (Bansal et al., 2015).

Hledéni spolecnych drah nam nepfineslo spolehlivé vysledky, s nejvetsi
pravdépodobnosti predevsim kvili malému poctu heterogennich vzorkd, ale i v nasem
souboru jsme nalezli geny, spojené s oxidativnim stresem, které u patologickych spermii
vykazuji zvySenou expresi (Montjean et al., 2012).

Z ndmi nalezenych potencialné diferencidlné exprimovanych transkripti pak byly
vybrany s naseho hlediska nejzajimavéjSi geny, jejichZ rozdilnou expresi jsme se pokusili
ovetit pomoci metody kvantitativni polymerazové fetézcové reakce v realném Case.

Ve skupinéch s astenozoospermii a astenoteratozoospermii jsme potvrdili diferencialni
expresi celkem u Ctyf genll. VSechny Ctyfi geny vykazovaly vyS$§i expresi ve skupiné
astenoteratozoospermii. Z téchto geni je u dvou prokazana role jejich produktu pfi oplozeni.
Protein kddovany genem CD46 hraje roli v interakci spermie s oocytem a protein kodovany
genem SNAP23 je dllezity pro fuzi membran. Kromé toho gen CAPZAI, ktery reguluje
sestaveni aktinovych mikrofilament ve spermiich, by mohl byt pfitomen v subakrosomalnim
prostoru nazyvaném akroplaxom, ktery je bohaty na aktinova vlakna (Kierszenbaum, 2003).
Geny SNAP23 a CAPZAI vykazovaly sniZzenou expresi ve vysledcich studie Platts a kolektiv
(Platts et al., 2007) ve skupiné teratozoospermikl (nizké procento morfologicky normalnich

spermii) v porovnani s kontrolou. To je obracené¢ v porovnani s naSimi vysledky. Pfi¢inou
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muze byt jiny zplisob srovnani (v naSem ptipadé¢ k muziim jen s astenozoospermii). Zvysena
exprese téchto gentl ve skupiné s abnormalni morfologiitaké mize svédcit a tom, ze spermie
byly nezralé a ptislusna RNA nebyla degradovand. Nezralost spermii mohla byt zptisobena
patologickymi mechanizmy, které vedou k selhani nékterych procesu tak, Zze spermie
nemohou dokoncit svlij vyvoj. Pak by mohla byt opozdéna nebo nedokoncena i degradace
RNA, ke které normalné dochazi. Skute¢n€, v naSem srovnami astenoteratozoospermie vs.
astenozoospermie byla hladina exprese vétSiho poctu geni vyssi v prvni skupiné. Tento trend
jsme pozorovali i pii porovndvani skupin astenoteratozoospermie a astenozoospermie
s kontrolni skupinou. Nalezli jsme 264 transkripti se zvySenou expresi z celkovych 381
s rozdilnou expresi u skupiny astenoteratozoospermie a 387 transktiptli se zvySenou expresi
z celkového poctu 582 u astenozoospermie. Ve skupiné normospermickych pacientd ale
pozorujeme opacny trend, kdy zcelkového poctu 110 transkripti s rozdilnou expresi 76
vykazuje u neplodnych pacientll potlaenou expresi. Snizena exprese v této skupiné sveédci
spiSe proti prosté nezralosti spermii, kdy by dochdzelo k nedostatecnému odbourani
nepotiebnych RNA. To neni ptekvapivé uvédomime-li si, Ze v této skupiné jsou spermie
s morfologického hlediska normalni a maji i normalni motilitu.

Pri porovnani skupiny astenoteratozoospermie s kontrolami se ndm podafilo potvrdit
zvySenou expresi u skupiny genu SLC47A42 u prvni skupiny. Tento gen se ani v jedné
ze srovnatelnych studii nevyskytuje a jeho moZna funkce v spermiich zatim neni zndma.
Produktem tohoto genu je transporter endogennich a exogennich organickych ionth (jak
mnoha kationtli, tak i nékterych aniontll), v¢. toxickych elektrolytl, ktery je ptedevsim
exprimovan v ledvinach (Tanihara et al., 2007). Jakou roli by mohl hrat béhem
spermiogeneze neni jasné.

Ve skupiné normospermickych infertilnich pacientll jsme potvrdili zvySenou expresi
genit MMP2, SLAMF6 a ARHGAPI7 v porovnani s fertilnimi. Pravé pro tuto kategorii
pacientll by bylo nalezeni transkriptomickych markerti nejvic prospésné, protoze by dovolilo
zachytit molekularni patologii u muz, kde vySetfeni spermiogramu nevykazuje odchylku od
normy a muze vést k zbytecnému hledani pfi¢iny neplodnosti na stran¢ partnerky. Zvysena
transkripce metaloproteinasy MMP2 u neplodnych muzli s normalnim spermiogramem by
mohla vést ke zvySené koncentraci kodovaného proteinu, ktery se ve spermiich nachazi
v akrosomu a muze hrat roli pii oplozeni (Ferrer et al., 2012). Role proteinu kdédovaného
genem ARHGAPI7 vespermiich zatim neni znama. Ani v jedné z porovnavanych

transkriptomickych studii nalezen nebyl. Tento protein patii do rodiny malych GTPaz, které
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hraji regulacni roli v signdlnich drahach. Pravé u tohoto genu se nam podafilo potvrdit
diferencialni expresi na rozSifeném panelu vzorkG neplodnych muzii s normalnim
spermiogramem a plodnych kontrol.

Zvysena exprese ARHGAPI7 u skupiny neplodnych pacientil s normalnim
spermiogramem by podle nasi hypotézy mohla mit vliv na oplozeni, protoze protein
kédovany timto genem se zucastni exocytozy (Harada et al., 2000). Podle dalSich vysledki
hraje protein ARHGAP17 ptes jiné proteiny — CIP4, RAC1 a CDC42 — roli v remodelaci
cytoskeletu trombocytu (Nagy et al., 2015). Podle poslednich vysledkii nasi spolupracujici
laboratote (Laboratory of Male Fertility, Hospital de Clinicas Jos¢ de San Martin, Faculty of
Pharmacy and Biochemistry, University of Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina) byla
pomoci imunofluorescenéniho znaceni proteinu ARHGAP17 nalezena imunoreaktivita proti
ARHGAP17 v bazalni oblasti hlavniho segmentu bi¢iku, u abnormalnich spermii byla pak
pozorovana ,,mezera“ v misté spojeni bi¢iku a hlavicky u patologickych spermii. Tato mezera
neni v normalnich spermiich. Podle jedné z hypotéz tato ,,mezera” muiize byt mistem zlomu
spermii a absence proteinu ARHGAP17 by se mohla podilet na vétsi kiehkosti biciku.
V epitelialnich buiikach je up-regulace ARHGAPI7 spojena také s poklesem mnozstvi F-
aktinu (Zhang et al., 2015), coz by mohlo také podporovat nasi teorii, kde pted ,,mezerou‘‘je
ze strany hlavicky u patologickych spermii detekovano nahromadéni proteinu.

Jak v nasi, tak 1 jinych studiich, nebyla vic neZ polovina diferencialné exprimovanych
genu charakteristickych pro spermii a jejich role v téchto buiikach zatim neni znama (Jodar et
al., 2012), odhaleni funkci téchto RNA a jimi kdédovanych proteinti ve spermii dava prostor
pro dalsi vyzkum.

Vyhodou zvolené metody analyzy transkriptomu pomoci mikro€ipii je malé vstupni
mnozstvi RNA, které je postacujici pro komplexni analyzu celého transkriptomu. Potieba
minimalniho mnozstvi RNA je pii praci se spermiemi klicova, zejména kvili velmi malému
mnozstvi RNA v cytoplazmé spermie, ale také diky malému mnoZstvi spermii u nékterych
neplodnych pacientl, zvlasté s teratozoospermii, ktefi maji zaroven casto tézkou
oligozoospermii. Vzorky takovych pacientil byly Casto z analyzy transkriptomu vyfazeny. Jiz
pfedem jsou pfirozené¢ vyfazeny také vzorky pacientll s azoospermii, kterych mize byt
piiblizné 10-20% (Jarow et al., 1989) ze vSech neplodnych muzi. Mezi dal§i komplikace nasi
prace patfila také nizka kvalita vyizolované RNA. Bohuzel z fady vzorkt, které jsme obdrzeli,
byla ziskdna RNA v nedostatecné kvalité¢ a nemohla tedy byt pro analyzy pouZita. Do nasi

celogenomové analyzy byl tedy zafazen relativné maly pocet vzorkl, zvlastéale kvili
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naroénému sbéru materidlu. Rozsah celogenomové analyzy transkriptomu byl také omezen
finan¢nimi néklady.

Krom¢ vyse zminénych komplikaci s mnozstvim a kvalitou materidlu je tfeba zminit,
ze u plodnych kontrol ptisnd kritéria vybéru neumoznila shromazdit vice vzorkl, protoze
podminkou zafazeni bylo otéhotnéni partnerky do roku pied odbérem vzorku.
Z pochopitelnych divodi se takovi muZzi neobraceji Casto na centra asistované reprodukce.
Mezi dalsi komplikace pfi vyhodnocovani vzorku byl vybér houskeeping genu jako
endogenni kontroly, ke které by se vztahovala exprese testovanych geni. Byli vyzkouSeny
nékteré geny bézné pouzivané v nasi laboratofi jako endokontroly pro stanoveni exprese
v somatickych buikéch/tkdnich GAPDH, PPIA, HPRTI, ACTB, PRNT a TDRG, ale ty
vykazovaly pfili§ nizkou a/nebo velmi nerovnomérnou expresi v naSich vzorcich. V nekterych
pfipadech bylo mozné Spatnou pouzitelnost endokontroly ocekévat, napi. je znamo, ZzZe
spermie exprimuji zvlastni formu GAPDH — GAPDHS (Shchutskaya et al., 2008). Proto byl
referenéni gen vybran z fady gend, jejichz exprese vykazovala co nejmensi rozdily mezi
testovanymi skupinami na zakladé celogenomové analyzy na mikrocipech (viz metody).
Tento postup byl také pouzit v praci Montjen a kolektiv, kde byl na zaklad¢ celogenomové
analyzy transkriptomu vybran gen SAP130 (Montjean et al., 2012) a Bonache se
spolupacovniky (Bonache et al., 2012), kde ani jeden z 8 bézné pouzivanych genii nebylo
mozné vyuzit jako referenni pro RNA spermii. Proto byly jako nejstabilngj$i geny na zakladé
vysledkt z mikro¢ipu pouzity RPS17 a RPL29. V praci Jodar a kolektiv (Jodar et al., 2012)
byl jako housekeeping gen pouzit béZné pouzivany ACTB, v naSem piipad¢ ale tento gen na
q-RT-PCR vykazoval pfili§ nizkou expresi.

Nami vybrané geny jsme vyzkouseli na q-RT-PCR a vybran byl jeden s vysokou a
stabilni expresi — EIF4A. Z 35 vybranych geni pro ovéfeni pomoci q-RT-PCR se ndm
podatilo potvrdit rozdilnou expresi jen u 8 gentli, u dalSich 4 byl rozdil v expresi blizko
hranice pro statistickou vyznamnost. Jen jeden (ARHGAP17) byl potvrzen i na vétsi skuping
vzorkd. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim tak nizké reprodukovatelnosti je fakt, ze
vysledky z analyzy mikroc¢ipti nedoséhly statistické vyznamnosti po korekci na mnohocetna
porovnani, a jednd se tedy o pozorovadni na hranici statistické chyby. Pfesto nalez
diferencialni exprese genu ARHGAPI17 by mohl byt cenny, nebot’ byl potvrzen s pouZzitim 1
jinych vzork, nez které byly na mikrocCipu. Je-li mozno soudit podle prace Jodar a spol.
(Jodar et al., 2015) vyuZzivajici RNA-seq, komplikujicim faktorem mutze byt vysoka piirozena

variabilita hladin exprese gent ve spermiich, kterou ve vysSe jmenované studii feSili autofi
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definovanim stabilné exprimovanych gent v kontrolnich vzorcich. Pro takovou analyzu vSak
méla nase studie ptili§ malo kontrolnich vzorkii. Nevyhodou tohoto designu byla pak pro
autory (Jodar et al., 2015) nutnost sledovat jen downregulované geny u vzorkt od infertilnich
muzu. Jako pfi¢inu nizké reprodukovatelnosti mezi mikroCipem a q-RT-PCR nelze vyloucit
ani technické/systematické chyby, kdy byly pro obé metody vyizolované RNA zpracovany
zcela odliSnym zptsobem, avSak za normalnich okolnosti by mél byt zachovan relativni
pom¢ér mezi raznymi transkripty.

Vétsina studii zabyvajicich se transkriptomem spermii, vCetné té nasi, je relativné
malého rozsahu. Pro ziskani lepSiho obrazu diferencialni exprese u riznych fenotypi
neplodnych muza by bylo tfeba usporadat studie rozsahlejsi, na vétsich kohortach pacientt a
kontrol z riznych etnickych a teritoridlnich skupin. Takto rozsahlé studie ale uz ptesahuji
ramec tohoto projektu.

Transkriptomika v poslednich letech masivné ptfechdzi od mikrocipovych technik
k sekvenovani nové generace. Prvni vysledky v oblasti transkriptomu spermii (Mao et al.,
2014, Jodar et al., 2016, Burl et al., 2018) ukazuji, Ze RNA-seq pomaha odhalit slozity soubor
unikatnich transkriptd a izoforem, specifickych pro spermie, které maji vliv na zrani spermie,
oplozeni a ¢asny embryonalni vyvoj. Podle nazoru (Jodar et al., 2015) NGS na rozdil od
mikrocCipu poskytuje vice dat a da se tak lépe vyuzit pro predikci uspésnosti 1é¢by idiopatické
neplodnosti pomoci metod asistované reprodukce. Kromé toho jsou i ndznaky, ze analyzu
RNA spermii by bylo moZné pouZivat i jako nastroj pro predikci dalSich dileZitych aspekti
uspéesnosti reprodukce — tedy nejen uspéSnosti dosazeni t¢hotenstvi, ale také rizika vrozenych
vyvojovych vad, neonatdlni mortality a moznych dalSich nemoci pfedpokladaného potomka.
Transkriptom by tak mohl byt vhodnym nastrojem pro analyzu piispévku otce k formovani
zdravi potomka (Burl et al., 2018).

Nicméné zatim nebyly publikovany dalsi prace analyzujici transkriptom lidskych
spermii pomoci NGS. Kromé jiz uvedenych trividlnich pfi¢in (cena, narocnost hodnoceni)
Mao a spol. (Mao et al., 2014) v ¢lanku, zabyvajicim porovnanim riznych protokold RNA-
seq spermii upozorfiuje na to, Ze zptisob amplifikace pfi pfipravé vzorku hraje zasadni roli pro
vysledny profil, a tak volba nevhodné strategie mlze vést k chybnym zavérim. Proto je
dalezit¢ prozkoumat vliv jednotlivych metod a pochopit jejich vliv na vyslednou analyzu
vysledkii (Mao et al., 2014).

Nekteti autofi se domnivaji, ze pomoci celogenomoveho sekvenovani bude mozné

identifikovat vSechny genetické odchylky zplsobujici neplodnost, jejich lokalizaci a velikost
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(Mitchell et al., 2017). Predpoklada se, ze desitky nebo stovky genovych defektt, které
souvisi s abnormalnim vyvojem spermii budou odhalené v nejblizsi budoucnosti (Ray et al.,
2017). Jini autofi ale nejsou tak optimisticti ohledné odhaleni pii¢in muzské neplodnosti, a
proto méa vyznam vénovat se vyzkumu molekularnich odlisnosti spermii neplodnych muzi,
zejména tam, kde vySetfeni spermiogramu neukaze abnormalni vysledek. Transkriptomika ma
v tomto snazeni bezpochyby své misto. Vice nez 10lety vyzkum transkriptomu spermii
piinesl své vysledky, napt. odhalil kolem tiech tisic diferencialné¢ exprimovanych RNA
ruznych typt liSicich se u vzorkii neplodnych muzi od plodnych kontrol, ale zatim neni
pozorovana vysoka korelace mezi vysledky riznych studii. Do budoucna bude patrn€ potieba
standardizovat metodiky vybéru pacientl i analyzy RNA, aby bylo mozné sdruzovat vysledky

ruznych studii do metaanalyz a tak pfekonat omezeni dand malymi pocty vzorkd.
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6 Zavér

Béhem této prace byla prozkouméana RNA spermii neplodnych muzii a porovnavana s
kontrolni skupinou zdravych jedinct. Celkem byla provedena celogenomova analyza
24 vzorkl, ze kterych Sest pfedstavovalo kontrolni skupinu. Po analyze bylo vybrano 35 gent
s rozdilnou expresi pro oveéfeni pomoci q-RT-PCR, u osmi gent se podafilo rozdilnou expresi
potvrdit. U jednoho genu — ARHGAPI7 — se nam podafilo potvrdit zvySenou expresi u
skupiny muzl s idiopatickou neplodnosti na vétSim poctu vzorkd (16 neplodnych a 15
zdravych jedincti). Na zakladé téchto tdaji muzeme predpokladat, ze gen ARHGAPI7 je
jednim z gent, které by mohly slouzit jako marker neplodnosti v pfipadech, kdy parametry
spermiogramu nevykazuji patologii, ale zda se, Ze neplodnost je na stran¢ muze. Molekularni
role ARHGAP17 ve spermiich neni zndma, tato studie by tedy mohla stimulovat jeho detailni

vyzkum.
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