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Abstrakt

Neplodnost je rozsSifenym zdravotnim problémem, v asi poloviné piipadi trpi
neplodnosti muz a opé€t asi polovina piipadi muzské neplodnosti je bez zndmé piiciny. U
vyznamné Casti téchto muzi se predpokladd genetickd etiologie onemocnéni. Soucasné
rutinni metody laboratorni diagnostiky, které zahrnuji vysetieni karyotypu, vylouceni mutaci
v CFTR genu a mikrodeleci chromozomu Y ¢asto neodhali pfic¢inu neplodnosti, z toho divodu
je snaha odhalit mutace v dalSich genech, které vedou k neplodnosti muza. V poslednich
letech bylo s pouzitim modelovych zvifat identifikovano mnoho genti nezbytnych pro
plodnost. Na zdkladé€ toho jsme vybrali 12 kandidétnich genti (CAPZA3, CDCI14B, CDC42,
CNTROB, CSNK2A42, GOPC, HOOKI, HRB, OAZ3, ODF1, RIMBP3, SPATA16), které¢ jsou
nezbytné pro spermatogenezi. Mys$i nebo potkani mutanty v téchto genech jsou spojovany
s oligoasthenoteratozoospermii, protoze se podileji na morfogenezi spermii. Nicméné
spektrum fenotypli miize zahrnovat i azoospermii. Podstatou diplomové prace bylo stanovit
sekvence vybranych genli u neplodnych muza s poruchou spermatogeneze a prokazat nalez,
pfipadné absenci patogennich mutaci v téchto genech. Byla pouzita cDNA a genomicka DNA
z periferni krve. Dvandact kandidatnich genti bylo amplifikovano pomoci PCR a osekvenovano
pomoci sekvenovani nové generace na platformé GS Junior od firmy Roche. Bylo
osekvenovano 73 pacientli a 7 kontrolnich vzorkl, které tvofi muZi s normozoospermii.
Ziskané sekvencni varianty byly tfidény podle jejich mozné patogenity, celkem bylo
zachyceno 14 novych variant a 63 znamych variant. Kauzalni mutace zptisobujici neplodnost

nebyla u zadného z pacientli prokazana.
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Abstract

Infertility is a widespread health problem, caused by the male factor in about half of
all cases, and in about a half of the infertile men the cause is unknown. In a significant
number of these men, genetic etiology is assumed. Current routine methods of laboratory
diagnostics, which include karyotype examination, exclusion of mutations in the CFTR gene,
and Y chromosome microdeletions, do not usually reveal the cause of infertility. That is why
researchers’ efforts aim at detecting mutations in other genes that are causing male infertility.
In recent years, animal models have been used to identify many genes necessary for fertility.
Based on these findings, 12 candidate genes have been selected (CAPZA3, CDC14B, CDC42,
CNTROB, CSNK2A2, GOPC, HOOK1, HRB, OAZ3, ODF1, RIMBP3, SPATA16) that are
essential for spermatogenesis. Mouse or rat mutants in these genes are primarily associated
with oligoasthenoteratozoospermia, since they are involved in sperm morphogenesis.
However, the phenotype spectrum may comprise also azoospermia. The purpose of the thesis
was to determine the sequence of the afore mentioned genes in infertile men with impaired
spermatogenesis and to reveal presence or absence of pathogenic mutations in these genes,
using cDNA and genomic DNA from peripheral blood. The candidate genes were amplified
by PCR and sequenced using next-generation sequencing on the GS Junior platform (Roche).
73 patients and 7 control samples of men with normozoospermia have been sequenced,
uncovering 14 new and 63 known variants that have been classified according to their
potential pathogenicity. None of the observed variants could be classified as causal mutations

responsible for the infertility phenotype.
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Diplomova prace 1 Uvod

1 Uvod

Neplodnost je rozsifenym zdravotnim problémem. Védci a 1ékafi na celém svéte se
snazi této problematice porozumét, hledaji pfi¢iny a nové moznosti v diagnostice a 1écbé
neplodnosti. Pres veskeré pokroky reprodukéni mediciny stdle mnoho part zGstava
bezdétnych. Neplodnosti muza je obecné vénovana mensi pozornost nez neplodnosti zen,
pfestoze je pficina asi z50 % pravé na stran¢ muze. Z toho polovina pifipadi muzské
neplodnosti zlstava bez znamé pticiny. U velké ¢asti téchto muzii se predpoklada geneticka
pri¢ina. Rutinn€¢ je u neplodnych muzii vySetfovan karyotyp a nasledné molekularni
genetickou diagnostikou vylou¢eny mutace v CFTR genu a mikrodelece v oblasti AZF na
chromozomu Y. Nedilnou soudasti diagnostiky je vySetfeni spermiogramu. Casto se u téchto
muzi vyskytuje azoospermie, oligozoospermie a teratozoospermie. U vyznamného podilu
neplodnych muzii pomoci zminénych vysetfeni neni nalezena pfi¢ina. Proto je snaha
identifikovat kauzalni mutace neplodnosti a v idedlnim piipadé zavést nové metody DNA
diagnostiky, které by odhalily genetickou etiologii onemocnéni alespoii u nékterych pacientii
a znalost mutace by bylo mozné pouzit k preimplanta¢ni diagnostice a zamezit pfenosu
mutace do dal$i generace. Gent, které ovliviuji vyvoj, funkci a regulaci muzského
reprodukéniho systému je vSak mnoho a stale se objevuji dalsi.

Tato diplomova prace se zaméfuje na genetickou pfi¢inu muzské neplodnosti. Dava si
za cil ovéfit pomoci mutacniho screeningu kandidéatnich geni pfitomnost patogennich mutaci
u neplodnych muzi s poruchou spermatogeneze. Tyto mutace by byly zodpovédné za poruchu
spermatogeneze a tim by vedly k naruSeni plodnosti nebo uplné neplodnosti muze. Bylo
sekvenovano téchto 12 genl: CAPZA3, CDCI14B, CDC42, CNTROB, CSNK242, GOPC,
HOOKI, HRB, OAZ3, ODFI1, RIMBP3, SPATA16. Geny byly vybrany na zakladé studii
provedenych na zvifatech. S pouzitim modelovych zvifat bylo identifikovano mnoho gend,
které jsou nezbytné pro plodnost. Vybrané geny jsou nezbytné pro posledni krok
spermatogeneze, tj. pro proces spermiogeneze - vyvoj morfologicky a funkéné zralé spermie.
Mutacni screening kandidatnich gent byl proveden pomoci sekvenovani nové generace na

platformé GS Junior od firmy Roche.
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2 Prehled literatury

2.1 Neplodnost — definice, diagnostika a moZna ieSeni

Infertilita, v diplomové praci bude pouzivan Cesky ekvivalent neplodnost, je podle
Svétové zdravotnické organizace (WHO) onemocnéni reprodukéniho systému a je definovana
jako neschopnost dosahnout te€hotenstvi po 12 a vice mésicich pravidelného nechranéného
pohlavniho styku (Zegers-Hochschild et al. 2009). Neplodnost se dé€li na primarni, kdy
téhotenstvi nebylo viibec dosazeno a na sekundarni neplodnost, coz znamena, ze v minulosti
k oplodnéni doslo, ale paru se nedaii druhé nebo dalsi t¢hotenstvi (Nieschlag 2010). Uvadi se,
ze celosvétove je priblizné 9 % pard neplodnych a z toho 56 % vyhleda 1ékatskou pomoc
(Boivin et al. 2007). Ze vsech neplodnych part je ve 40 az 50 % pficina na stran¢ zeny a ve
30 az 40 % je na viné muZ, u zbyvajicich 10 az 30 % jde o vzdjemnou kombinaci nebo
neznadmou pii¢inu (Kara a Simoni 2010).

Pti diagnostice neplodnosti je tfeba brat v ivahu fertilni potencial celého paru. Pokud
Sanci na spontanni poceti. U Zen je v poslednich letech problém zejména vék. Biologicka
reprodukéni kapacita part, kdy je Zen€ nad 30 let a vék muze jeSté vyssi je nesrovnatelna
s mladimi dvojicemi (Zvéfina 2010). Zena ve véku kolem 20 let potiebuje k otéhotnéni
pramérné Ctyti cykly, ve véku 25 az 35 let v priméru Sest cykld, po 35. roku pravdépodobnost
otéhotnéni prudce klesa a u zeny star$i 40 let je k ot€hotnéni zapotiebi v priméru 20 cykla.
Proto je nezbytné pfizpisobit vySetifeni a nasledné 1écbu neplodného péaru véku Zeny. Cilem
vySetieni neplodného paru je najit pfi¢inu, a pokud je to mozné ji 1éCit. VySetiuji se oba
partnefi, protoze bylo by velkou chybou podrobit Zenu nepifijemnym a drahym vySetfenim a
az nasledné zjistit, Zze na vin€ je napf. azoospermie muze, tedy nepiitomnost spermii
v ejakulatu. Proto je prvnim vySetfenim spermiogram a u Zeny vySetieni hodnotici ovulaci,
dalsi vySetieni se provadi az doplitkové, presto vSak u ¢asti vySetfovanych pard neni pii¢ina
nalezena (Rozto¢il ef al. 2011).

Komplexni diagnostikou a 1é€bou neplodnosti se dnes zabyvaji specializovana
pracovisté - centra reprodukéni mediciny nebo centra asistované reprodukce. Diky modernim
metodam asistované reprodukce Ize velké ¢asti neplodnych parti pomoci. Metody lze rozdélit
na ty, které pracuji jen se spermiemi - inseminace nebo 1 s oocyty - in vitro fertilizace (IVF).
Pti IVF dochézi k oplodnéni oocytu v laboratornich podminkdch mimo télo Zeny. Dalsi

metody souvisejici s IVF jsou intracytoplazmatickéd injekce spermie do oocytu (ICSI), dale
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jde o metody chirurgického ziskdni spermii z nadvarlete nebo varlete — mikrochirurgické
odsati spermii z nadvarlete (MESA) a ziskani spermii z varlete (TESE). TESE umoziiuje
ziskani spermii z kanalkii zdrode¢ného epitelu, pokud nejsou schopny uvolnéni a transportu
do nadvarlete (RoztoCil et al. 2011). Existence zminénych metod snizuje pozornost, kterou
reprodukéni medicina vénuje neplodnosti. VySetfeni celého neplodného péaru a opakovanym
kontroldm spermiogramu musi 1ékaii vénovat dostatek Casu a i1 pies pokroky v asistované
reprodukci by mélo byt cilem Iékait a jejich pacientli dosazeni spontanniho poceti (Zvétina
2010). Pokud vsak u neplodného paru Iékati ptistoupi na moznost asistované reprodukce, je

tieba brat v potaz ptipadny pienos genetické vady na dalsi generaci (Matzuk a Lamb 2002).

2.2 Muzska neplodnost

Muz je zodpovédny za asi polovinu piipadii neplodnosti. Primarni neplodnost se
vyskytuje u 67-71 % pacientl a sekundarni u 29-33 % pacientl. MuzZskd neplodnost je
multifaktoridlni syndrom a miize byt zpisobena celou fadu onemocnéni, ale u vice nez
poloviny neplodnych muzl je pfi¢ina neznama (Poongothai et al. 2009). U téchto muzt se
predpoklada geneticka pticina. Vzhledem k cetnému vyskytu idiopatické neplodnosti je snaha
identifikovat genetické pficiny neplodnosti a 1épe porozumét mechanizmim regulujicim
spermatogenezi a spravnou funkci spermie (Ferlin et al. 2006).

Kromé genetické pii¢iny mohou neplodnost muzt zpiisobovat i dalsi faktory. Mezi né
patii hormonalni nerovnovaha, anatomické a morfologické abnormality reprodukéniho
systému, chemikalie a toxiny. D4le mohou docasné nebo trvale ovlivnit muzsky reprodukéni
systém zmény zivotniho stylu, koufeni, alkohol, 1€ky a psychické problémy (Singh et al.

2014).

2.2.1 Genetické pric¢iny neplodnosti

Chromozomalni abnormality

Chromozomalni abnormality se vyskytuji asi u 5 % neplodnych muzi a v populaci
muzil s azoospermii asi u 15 %. Abnormality Y chromozomu jsou hlavni pfi¢inou
azoospermie nebo oligozoospermie u muzli. NejcastéjSi chromozomalni abnormalitou je
aneuploidie, coZ je ztrata nebo nadbytek jednoho ¢i vice chromozomi. Muzi s neobstrukéni

azoospermii maji vysoky vyskyt aneuploidii a to pfedev§im u pohlavnich chromozomd.

10
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Nejcastejsi aneuploidii pohlavnich chromozomi je Klinefelteriv syndrom s karyotypem
47,XXY (O'Flynn O'Brien ef al. 2010). Vzacné se vyskytuje 1 48, XXXY nebo 49, XXXXY.
Incidence tohoto syndromu je 1:1 000 narozenych chlapcii. Typicky fenotyp pacientl
s Klinefelterovym syndromem je vysoka hubena postava, dlouhé koncetiny, hypogonadizmus,
gynekomastie a klinicky nejvyznamnéj$Sim projevem je azoospermie (Otova et al. 2010).
Existuji dvé varianty Klinefelterova syndromu: s karyotypem 47,XXY a mozaika
47,XXY/46,XY. Témét 100% muzi s karyotypem 47,XXY mé azoospermii, ale u muza
s mozaikou se n¢kdy vyskytuje zbytkovd spermatogeneze v nékterych semenotvornych
kanalcich (Ferlin et al. 2007). Dalsim zdrojem aneuploidii jsou translokace chromozom, coz
je strukturdlni prestavba, kdy dochazi k pfemisténi genetického materidlu z jednoho
chromozomu na druhy. Bylo zjiSténo, ze vyskyt autozomalni translokace u neplodnych muzii
je 4-10x pravdépodobnéjsi nez u zdravych muzi. Robertsonova translokace, tedy translokace
mezi akrocentrickymi chromozomy muze zpusobovat rizné fenotypy, od normalni

spermatogeneze po oligozoospermii nebo azoospermii (O'Flynn O'Brien et al. 2010).

Mikrodelece chromozomu Y

Chromozom Y nese mnoho gend, které jsou nezbytné pro spermatogenezi a vyvoj
muzskych pohlavnich zlaz. Je obtizné urcit pfesnou pfi¢inu neplodnosti, protoZze na
chromozomu Y se vyskytuji rizné geny a rozsah deleci je velmi variabilni, kromé& toho stejny
fenotyp muze byt zpisoben nckolika riznymi delecemi nebo mutacemi. Mikrodelece
chromozomu Y jsou velmi Casto pfi¢inou neplodnosti muzii (O'Flynn O'Brien et al. 2010).
Mikrodelece jsou piestavby chromozomii malého rozsahu, které zpravidla neni mozZné
identifikovat zédkladnimi cytogenetickymi metodami. Mikroskopicky s pouZzitim konvencnich
metod jsou pozorovatelné jen vyjimecné. Lze je diagnostikovat pomoci metody FISH
(fluorescencni in situ hybridizace) nebo molekularné-biologickymi metodami (Kocarek et al.
2010). Mikrodelece se nejcastéji vyskytuji na dlouhém raménku Y chromozomu. Zvlasté v
oblasti AZF (azoospermia factor), ktera obsahuje geny podilejici se na rlistu a vyvoji spermie.
Oblast AZF (Yqll.3) je rozdélena do tfi podoblasti: AZFa, AZFb, AZFc, které jsou
znazornény na obrazku 2.1 (O'Flynn O'Brien et al. 2010).

11
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Obr. 2.1. Chromozom Y s vyznacenou oblasti AZFa, AZFb, AZFc a souvisejicimi geny. Pfevzato a upraveno

podle (O'Flynn O'Brien et al. 2010).
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Mikrodelece v oblasti AZF se nachazi asi u 4 - 5 % muzi s oligozoospermii a asiu 15— 18 %
azoospermickych muzi. VySetfeni oblasti AZF je provadéno pouze u muzi, u kterych po
opakovaném vysetfeni spermiogramu byla zjiSténa t€zka oligozoospermie nebo azoospermie
(Gaillyova et al. 2007). Mikrodelece oblasti AZFa tvoii asi 10 % vSech deleci AZF a vzdy
zpusobuji azoospermii. Mikrodelece AZFb a AZFc se vétSinou projevi oligozoospermii az
azoospermii. U pacientli, kde je mozné odebrat spermie a provést ICSI se musi pocitat
s rizikem pfenosu mikrodelece ckromozomu Y na syny a tim padem pienos poruchy plodnosti

do dalsi generace (Nieschlag et al. 2010).

Mutace CFTR genu

Gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) se nachdzi na
dlouhém raménku 7. chromozomu v pozici q31.2. Gen koduje protein, ktery funguje jako tzv.
ABC transportér (ATP-binding cassette) a ma funkci chloridového kanalu, ktery fidi transport
chloridovych ionti pfes bunéénou membranu. Mutace tohoto genu jsou spojené
s autozomalné recesivnim onemocnénim cystickou fibrézou a kongenitalni bilateralni absenci

vas deferens (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Mutace v ramci CFTR genu zpusobuji velmi

variabilni fenotyp, zdvaznost onemocnéni zdvisi na kombinaci mutaci. CFTR protein je
defektni, redukovan nebo zcela chybi. Gen CFTR je vySetfovan v souvislosti s neplodnosti,
protoZze vice nez 95 % pacientl muzZského pohlavi s mutovanym genem CFTR je diky
obstruk¢éni azoospermii neplodnych. Nejcastéjsi mutaci je F508del, kterd se vyskytuje v 70 %
pfipadi (Field a Martin 2011). Dale se vySetfuji polytymidinové alelické varianty

lokalizované v intronu 8, sekvence oznaCovana jako IVS8polyT osahuje 5, 7 nebo 9 tymint.

12
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Alela TS IVS8polyT polymorfizmus patii mezi mirné mutace a ve zvySené miie vede
k pteskoCeni exonu 9. Varianta T5 zpusobuje vétsi redukei normélni hladiny CFTR mRNA
nez u alely T7 a T9. Redukce CFTR mRNA ma za nasledek poruchu funkce CFTR proteinu
(Tomaiuolo et al. 2011). U neplodnych muzt se doporucuje vysetiovat kromé mutaci CFTR
genu také T polymorfizmy, protoze varianta TS5 je pomérné Castd a miize byt povazovana za

patogenni. U darcli gamet je nutné vyloucit pfitomnost alely TS5 (Hrdlicka 2008).

2.2.2 Diagnostika neplodnosti a genetické poradenstvi

Pfi vySetfovani muzi s poruchami plodnosti se prolindA mnoho Iékafskych obord,
protoze riznymi aspekty muzské neplodnosti se zabyvaji pediatfi, gynekologové,
endokrinologové, urologové, dermatovenerologové, toxikologové, sexuologové a
v neposledni fadé genetici. Vzdy musi hodnoceni plodnosti muze vychazet z dikladného
télesného vySetfeni a spermiogramu. Variabilita hodnot spermiogramu je vysokd, proto by
melo byt kontrolni vySetieni spermii provadéno opakované v nékolikamésicnich intervalech
(Zvétina 2010). Genetické poradenstvi a diagnostika neplodnosti by mély zahrnovat sestaveni
podrobné anamnézy obou partner a tfigeneracni rodokmen. Dale cytogenetické vysetfeni
obou partnerti a také mutacni analyzu CFTR genu a detekci mikrodeleci oblasti AZF na
chromozomu Y u muzl azoospermii nebo tézkou oligozoospermii (Gaillyova et al. 2007).

Objasnéni genetické etiologie neplodnosti ma pro neplodné pary zasadni vyznam.
Dnesni moZnosti asistované reprodukce, jako je IVF a ICSI umoznuji ptekonat piirozené
mechanizmy vybéru a produkovat zivotaschopna zygota i u para, kdy kvalita spermii u muze
je velmi nizka. Je nutné si uvédomit mozny pienos genetické vady na dal$i generace. Zminéné
metody asistované reprodukce jsou relativné nové, proto frekvence dédi¢nosti mutaci
prostiednictvim téchto postupi a jejich vliv na budouci generace neni dosud objasnén.
Neéktefi odbornici se obavaji mozného negativniho vlivu na epigenetické Urovni, ale
v soucasné dobé€ neexistuji zadné presvédCivé dikazy. U déti pocatych pomoci ICSI byl
zaznamenan mirny nartst vyskytu aneuploidii pohlavnich chromozomi a zvySeny nélez
abnormalit u autozomu. Tyto skute¢nosti je vSak obtizné interpretovat, protoze neplodni muzi
maji snizenou kvalitu spermii a vyssi vyskyt aneuploidii a genetickych abnormalit. Pfedané
genetické abnormality prostfednictvim metod asistované reprodukce mohou mit véazné
dasledky pro vyvoj zygoty (O'Flynn O'Brien et al. 2010). Z toho divodu je vhodné pted

asistovanou reprodukci provadét preimplantacni genetickou diagnostiku.
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2.2.3 Spermatogeneze a hodnoceni spermiogramu

Spermatogeneze je proces tvorby a vyvoje muzskych pohlavnich bunék spermii,
zacCina v obdobi puberty a probiha cely zivot. Jde o slozity proces zahrnujici mitotické d€leni,
meidzu a proces spermiogeneze. Probihd ve varlatech v semenotvornych kanalcich, jejichz
vyvody se spojuji a usti do nadvarlete. V semenotvornych kanalcich se nachazeji
spermatogonie (kmenové buiiky) a spermie v rizném stadiu vyvoje, s nimi jsou propojené
Sertoliho bunky, které dodavaji potfebné ziviny a enzymy. Spermatogonie se na zacatku
spermatogeneze mitoticky déli na dvé dcefiné diploidni buiiky. Jedna burika ziistdva soucasti
populace kmenovych bunék a druha je primarni spermatocyt, ktery je vychozim bunéénym
typem pro meiotické déleni. Prvnim meiotickym délenim vznikaji dva haploidni sekundarni
spermatocyty a nasleduje druhé meiotické déleni, pii kterém vznikaji Ctyfi spermatidy.
Spermatida je nezrala forma spermie, z které se postupnym vyzravanim stava spermie, tento
proces se nazyva spermiogeneze (Kittnar et al. 2011). Spermatidy se preménuji v bicikovité
bunky v zahybech Sertoliho bunék. Postupné vznika hlavicka spermie z jadra spermatidy,
tvoii se kréek a bic¢ik. Z Golgiho komlexu vznika akrozomalni vacek a pozdéji akrozom. Po
dokonceni premény se spermie uvoliiuje do lumina kanalkti. Vyvoj zral¢ spermie trva
priblizné 64 dni, neprobiha ve vSech kanalcich rovnomérné, ale probihd v cyklech. Na prifezu
kanalku lze pozorovat rlizna stadia pohlavnich bun&k. Spermie vyZaduji pro svilj vyvoj nizsi
teplotu nez je normalni teplota lidského téla, to je zajisténo sestupem varlete do skrota. U
nesestouplého varlete mize dojit k vaZznému naruseni spermiogeneze. Spermie je asi 50-60
um dlouhd buiika, ztoho 40-50 pm tvoii bi¢ik. Sklada se z hlavicky, stfedniho oddilu a
z biciku. Na hlavicce spermie je akrozom, ktery se uplatiiuje pifi oplozeni, obsahuje enzymy,
které $tépi glykoproteinovy obal oocytu a celd spermie je na povrchu pokryta bunétnou
membranou. Stfedni oddil se sklada zkrCku a spojovaciho oddilu, v kterém jsou
nahromadény mitochondrie slouzici jako energetické centrum spermie zajiStujici spravnou
funkci. Vyvoj spermie je dokoncen v nadvarleti, kde dochazi k dozrani spermii (Vacek 2006).

Schéma spermie s popisem jejich ¢asti je na obrazku 2.2.
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Obr. 2.2. Schéma spermie. Pievzato z (http://cs.wikipedia.org/).
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Zakladni vySetfeni pro zhodnoceni kvality spermii je spermiogram. Spermiogram je
vySetfeni ejakulatu, které slouzi k posouzeni plodnosti muze. Normalni ejakulat dle normy
WHO by mél mit objem 1,5 ml a vice, koncentraci spermii 15 mil/ml a vice, 4 % spermii a
vice s normalni morfologii, 32 % spermii a vice s progresivnim pohybem vpied a minimalné
40 % pohyblivych spermii. Primérné pH ejakulatu je 7,2. WHO stanovuje také nomenklaturu
souvisejici s kvalitou spermatu, popisuje odchylka od referen¢nich hodnot. Tyto terminy jsou
pouzivany pii vyhodnoceni spermiogramu k popisu vzork( spermatu s hodnotami
mimo referen¢ni rozmezi. Nékteré terminy se vztahuji na jediny parament a jiné jich popisuji
vice. Jednotlivé terminy hodnoti hybnost, morfologii a pocet spermii. Jsou vysvétleny v

tabulce 2.1 (WHO 2010).
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Tab. 2.1. Nomenklatura souvisejici s kvalitou spermatu podle WHO. Pfevzato a upraveno podle (WHO 2010).

Diagnoza Definice podle WHO

aspermie nepiitomnost ejakulatu

procento progresivné pohyblivych spermii je pod dolni
referen¢ni mezi

procento progresivné pohyblivych a morfologicky
normalnich spermii je pod dolni referen¢ni mezi
azoospermie nepiitomnost spermii v ejakulatu

velmi nizky pocet spermii v ejakulatu, pozorovatelny az
po centrifugaci

normozoospermie pocet spermii, pohyblivost a morfologie je v normalu
oligoasthenozoospermie pocet spermii a pohyblivost je pod dolni referen¢ni mezi
pocet spermii a procento pohyblivych a morfologicky
normdlnich spermii je pod dolni referen¢ni mezi

pocet spermii a procento morfologicky normalnich
spermii je pod dolni referen¢ni mezi

oligozoospermie celkovy pocet spermii je pod dolni referenéni mezi
procento morfologicky normalnich spermii je pod dolni
referen¢ni mezi

asthenozoospermie

asthenotaratozoospermie

kryptozoospermie

oligoasthenoteratozoospermie

oligoteratozoospermie

teratozoospermie

2.3 Vyzkum neplodnosti s pouzitim modelovych zvirat

Modelova zvitfata jsou nepostradatelnym nastrojem pii vyzkumu neplodnosti a snaze
identifikovat geny, které se uplatiiuji pii reprodukci. Pfedev§im mysSich modelti s vadou
reprodukce dnes existuje velké mnozstvi, ale pouZivaji se i dal§i modelova zvifata. Byly
vytvoteny pomoci indukovanych nebo spontdnnich mutaci a cilenou mutagenezi (knock-
outy). Tyto modely poméhaji studovat a pochopit mechanizmy reprodukce a identifikovat
geny nezbytné pro plodnost samcl. Proto vyznamné pfispivaji k lepSimu porozuméni
neplodnosti. Studované geny jsou konzervovany u lidi, ocekava se tedy podobna funkce ve

spermatogenezi i u ¢lovéka (LiSka 2003, Matzuk a Lamb 2002, Matzuk a Lamb 2008).

Velkym tkolem do budoucna je prevést vysledky ziskané vyzkumem modelovych
zvitat do klinické praxe a rozsifit soucasné klinické hodnoceni neplodnych part a na zakladé

novych poznatkli zdokonalovat diagnostiku a 1é¢bu (Matzuk a Lamb 2008).
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2.4 Vybrané kandidatni geny

Bylo vybrdno 12 kandidatnich geni, které jsou nezbytné pro posledni krok
spermatogeneze, tedy vyvoj morfologicky a funkéné specializované spermie. Studiem téchto
gentl u modelovych zvifat bylo zjiSténo, ze maji vyznam pro plodnost samct. Geny CNTROB,
HOOKI, OAZ3 a ODF1 zpusobuji poruchu morfogeneze vedouci k dekapitaci spermie, tzn.
oddéleni hlavicky a biciku. Gen CSNK2A42 vede ke generalizované poruSe a vycerpani
spermatogeneze. Geny HRB, SPATA16 a GOPC zpusobuji poruchu utvéfeni akrozomu. Geny
RIMBP3 a CAPZA3 vedou k abnormalnimu tvaru hlavi¢ky spermie. Geny CDC42 a CDCI14B
zpusobuji naruseni bunécného cyklu a zakladni morfologie bunck. Zakladni charakteristika

gend, jako je ndzev, lokalizace na chromozomu, délka a pocet exond je uvedena v tabulce 2.2.

Tab. 2.2. Pfehled kandidatnich genu a jejich zakladni charakteristika.

Gen Gen - cely nazev Lokalizace | Delka P"“ef Citace
genu (bp) exont
capping  protein  (actin
CAPZA3 | filament) muscle Z-line, | 12pl12.3 1078 1 (Geyer et al. 2009)
alpha 3
CDCI4B | cell division cycle 14B 9922.3 | 129613 | 26 (Tumurzliﬁaglr etal
CDC42 | cell division cycle 42 1p36.1 | 40317 | § | (ereglmmerat
centrobin, centrosomal (Liska et al. 2009)
CNTROB | prca2 interacting protein 17p13.1 ) 17796 19 (Wang et al. 2010)
casein kinase 2, alpha prime (Escalier et al. 2003)
CSNK2A42 polypeptide 16g21 39972 12 (Xu et al, 1999)
Gopc | 8olgiassociated PDZ and | | 42274 | 9 (Yao et al. 2002)
coiled-coil motif containing
hook microtubule-tethering (Mendoza-Lujambio ef
HOOK]1 protein | 1p32.1 61518 23 al. 2002)
(Kang-Decker et al.
HRB ArfGAP with FG repeats 1 2q36.3 89051 17 2001), (Kliezrf)%)zl;baum
et al.
0AZ3 ornfthme decarboxylase 1q21.3 2362 7 (Ivanov et al. 2000)
antizyme 3
(Burmester a Hoyer-
ODF1I ou'ter dense fiber of sperm 8q22.3 9398 5 e
tails 1 (Yang et al. 2014)
RIMBP3 | RIMS binding protein 3 22ql1.21 5796 1 (Zhou et al. 2009)
SPATAI6 ;];ermatogeneszs Gtegued 3926.31 | 251912 14 (Dam et al. 2007)

Pievzato z (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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2.4.1 Gen CAPZA3

Gen CAPZA3 - capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 3 je lokalizovan
na chromozomu 12 (12p12.3). Je dlouhy 1078 bp a sklada se pouze z jediného exonu. Kéduje
aktin capping protein, ktery patii do rodiny F-aktin capping proteint alfa podjednotky. Tento
protein je pievazné lokalizovan v oblasti spojovaciho oddilu spermii, dale také v biciku a
Vv postakrozomalni oblasti. Protein mtze tvofit heterodimery z alfa a beta podjednotky a je
dilezity pro stavbu spermie a muzskou plodnost. Gen byva oznacovan také jako Gsg3 nebo

CAPPAS3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Byla provedena studie na mysich, ktera potvrdila,

ze gen CAPZA3 je nezbytny pro plodnost samcti u mysi a pravdépodobné i u dalSich savci.
Také bylo potvrzeno, ze F-aktin ma zasadni roli pii tvorbé a stabilizaci spermie (Geyer et al.

2009).

2.4.2 Gen CDC14B

Gen CDC14B - cell division cycle 14B se nachazi na chromozomu 9 (9922.3), je
dlouhy 129613 bp a mé& 26 exonll. Kdédovany protein patii do rodiny proteinit tyrosin
fosfatazy s dualni specifitou. Nékdy je oznaCovan také jako CDC14B3, Cdc14B1, Cdc14B2,
hCDC14B. Protein kodovany timto genem se uplatituje pti mitoze a iniciaci replikace DNA,
ma pravdépodobné svou roli pfi kontrole bunééného cyklu. Bylo prokazano, Ze interaguje
S tumor supresorovym proteinem p53 a reguluje jeho funkci. Alternativnim sestfihem tohoto

genu vznikaji 3 transkripéni varianty (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Bylo prokazéano, zZe

CDCI4B ma dulezitou roli v regulaci mitézy. Nefunkéni gen zptisobuje chybnou segregaci
chromozomt, vede k zdvaznym mitotickym vaddm, dochazi ke zpozdéni piechodli mezi

metafazi a anafazi, vznikaji multipolarni vieténka (Tumurbaatar ef al. 2011).

2.4.3 Gen CDC42

Gen CDC42 - cell division cycle 42 je lokalizovan na 1. chromozomu (1p36.1) a
sklada se z 8 exonu. Je dlouhy 40317 bp. Byva oznacovan také jako G25K nebo CDC42H:s.
Protein kodovany timto genem je mald GTPéaza ze skupiny Rho proteinti, kterd reguluje
signalni drahy fidici rtizné bunécné procesy, véetné bunééné morfologie, migrace, endocytdzy
a bunééne¢ho cyklu. Alternativnim sestithem vznikd nékolik variant transkriptl. Na
chromozomech 3, 4, 5, 7, 8 a 20 byly identifikovany pseudogeny tohoto genu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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2.4.4 Gen CNTROB

Gen CNTROB - centrobin, centrosomal BRCA2 interacting protein se nachazi na 17.
chromozomu (17p13.1) ma 19 exont a je dlouhy 17796 bp. Byva také oznacovan jako LIPS
nebo PP1221. Tento gen kdduje protein centrobin, ktery je nutny pro duplikaci centrioly a
cytokinezi. Byly popsdny rizné izoformy tohoto genu vzniklé na zékladé alternativniho

sestithu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Byl popsan model selhani spermiogeneze u potkana s mutaci hd, se ztratou funkce
genu Cntrob. Nefunk¢ni centrobin vede u potkana k naruSeni spermatogeneze a neplodnosti
samci, soucasn¢ dochdzi k poskozeni vyvoje koncetin. Centrobin se podili na tvarovani
hlavicky spermie a na mechanizmu spojujicim hlavicku s bi¢ikem. Vysledkem mutovaného
centrobinu je olizoospermie, teratozoospermi, abnormalni tvar hlavicky a odd¢leni hlavicky a

bic¢iku (Liska ef al. 2009, Wang et al. 2010).

2.4.5 Gen CSNK2A2

Gen CSNK2A2 - casein kinase 2, alpha prime polypeptide se nachézi na 16.

chromozomu (16g21), ma 12 exond a mize byt oznacovan také jako CK2A42 nebo

CSNK2A I (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Tento gen koduje o' katalytickou podjednotku
enzymu kasein kinaza 2, coZ cyklick&—AMP a kalcium independentni serin-threonin kinaza.
Tato proteinkindza se uplatiluje pfireplikaci DNA, pfi regulaci transkripce a translace.
Csnk2a2 je exprimovan ve varlatech v pozdnich stadiich spermatogeneze u mySich samct. U
mysi se ztratou funkce tohoto genu dochazi k oligozoospermii a globozoospermii a néasledné
neplodnosti samci (Xu ef al. 1999). Dochazi k abnormalnim tvarim jadra spermatidy, byly
odhaleny rozsahlé degradacni procesy ve vSech fazich spermatogeneze, buiiky byly postizeny

v rozmezi od spermatogonii po ¢asné spermie (Escalier et al. 2003).

2.4.6 Gen GOPC

Gen GOPC — golgi-associated PDZ and coiled-coil motif containing je lokalizovan na
6. chromozomu (6q21), ma 9 exonl a je dlouhy 42274 bp. Tento gen koduje Golgi protein
s PDZ doménou. Proteiny s PDZ doménou jsou schopné vazat dalsi proteiny prostiednictvim
kratkych motival blizko C konce. U mysi s defektnim proteinem vznika globozoospermie a

jsou neplodné (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Akrozom je velmi dilezita ¢ast spermie, uplatituje se pii oplozeni oocytu a je odvozen

z Golgiho aparatu. Pii poruseni genu GOPC, ktery koduje Golgi protein, u mysich samcii

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Diplomova prace 2 Piehled literatury

dochdzi k naruseni akrozomu u spermii. Také byly nalezeny jaderné malformace a abnormalni
uspotradani mitochondrii. Mysi modely s defektnim genem GOPC poskytuji uzite¢ny néstroj
ke studiu a porozuméni mechanizmim zakladni spermatogeneze a mizou byt cennym

modelem pro globozoospermii u ¢lovéka (Yao et al. 2002).

2.4.7 Gen HOOK1

Gen HOOK1 - hook microtubule-tethering protein 1 se nachazi na 1. chromozomu
(1p32.1), je dlouhy 61518 bp a ma 23 exonli. Mize byt oznacen také jako HK1. Gen koduje
jeden z proteinii hook rodiny. Jde o proteiny, které se vdZou na mikrotubuly a organely
pomoci jejich N a C koncovych domén. Na ziklad¢ alternativniho sestfihu bylo

identifikovano né¢kolik variant transkriptd (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Studiem genu

Hookl u mysi bylo zjisténo, Ze je exprimovan pievazné v haploidnich samcich zarode¢nych
buiikach a je zodpovédny za vazbu mikrotubulil a bi¢iku na bunééné struktury. Ztrata funkce
Hookl1 proteinu vede k abnormélnimu tvaru hlavicky spermii a k dekapitaci (Mendoza-

Lujambio ef al. 2002).

2.4.8 Gen HRB

Gen HRB - ArfGAP with FG repeats 1 je lokalizovan na 2. chromozomu (2q36.3), ma
17 exont a je dlouhy 89051 bp. Pro tento gen se pouziva také oznaceni AGFGI, RAB nebo
RIP. Kédovany protein patii mezi nukleoporiny, coz jsou proteiny zajiStujici transport mezi
jddrem a cytoplazmou. Bylo identifikovano vice transkripénich variant tohoto genu

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Studiemi na mysich bylo zjiSténo, Ze samci mySi s mutovanym genem jsou neplodni a
vyskytuji se u nich spermie bez akrozomu, také dochdzi ke snizené pohyblivosti spermii a
strukturalnim abnormalitim. Bylo zjiSténo, Ze gen HRB ma zasadni ulohu pii tvorbé
akrozomu béhem ¢asné spermiogeneze u mysi (Kang-Decker et al. 2001, Kierszenbaum et al.

2004).

2.4.9 Gen OAZ3

Gen OAZ3 - ornithine decarboxylase antizyme 3 je lokalizovan na 1. chromozomu
(1g21.3), je dlouhy 8362 bp a ma 7 exonti. Oznacuje se také jako AZ3, OAZ-t, TISP15. Tento
gen koduje antizym 3, coz je tfeti ¢len antizymové rodiny. Antizym 1 a 2 maji Sirokou

tkdnovou distribuci, ale antizym 3 je exprimovan hlavné ve varlatech v haploidnich
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zarode¢nych buiilkach, coz naznacuje vyznam tohoto antizymu ve spermatogenezi. Studie na
mysich ukazaly, Zze homozygotni mutanty mysi jsou neplodné. Hlavni tloha tohoto genu
spoc¢iva ve formovani spojeni mezi hlavickou a bi¢ikem spermie v pribéhu spermatogeneze

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, Ivanov et al. 2000).

2.4.10 Gen ODF1

Gen ODF1- outer dense fiber of sperm tails 1 je lokalizovan na 8. chromozomu
(8922.3), ma 2 exony a je dlouhy 9398 bp. Gen koéduje vldkna, kterd se nachazi ve stfedni
¢asti bi¢iku, tato vladkna udrzuji pruznost biciku. Defekt vlaken vede k abnormalni morfologii

spermii, dekapitaci a neplodnosti (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Transkripce a translace

genu Odf1 pii spermatogenezi byla studovana na modelovych zvitatech a bylo zjisténo, ze ve
fazi zrani spermii dochazi k narastu hladiny proteinu Odfl (Burmester a Hoyer-Fender 1996).
Cilena delece Odfl u mysi vede k poruSeni plodnosti samcl. Heterozygotni mysi ziistavaji
plné fertilni, ale homozygotni formy jsou neplodné, dochédzi k naruseni spojeni hlavicky a

biciku a vede az k dekapitaci spermie (Yang ef al. 2014).

2.4.11 Gen RIMBP3

Gen RIMBP3 - RIMS binding protein 3 je lokalizovan na 22. chromozomu (22q11.21).
M3 pouze jeden exon a je dlouhy 5796 bp. Také byva oznacovan jako RIM-BP3, RIMBP3A,
RIMBP3.1, RIM-BP3.1 a RIM-BP3.A. Tento gen je vgenomu triplikovan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Gen koéduje RIMS vazajici protein, ktery patéi do rodiny

RIM-vazajicich proteinti, ty se uplatiuji pifi fizi a uvolnéni vezikuli. Gen RIMBP3 je
exprimovan témét vyluéné ve varlatech a bylo zjiSténo, Ze je nezbytny pro normalni
morfologii spermii a plodnost samcii. Gen je konzervovany u lidi a ocekéva se, Ze ma
podobnou funkci ve spermiogenezi, mize tedy slouZzit jako kandidatni gen pro mutacni

analyzy u neplodnych muzii (Zhou et al. 2009).

2.4.12 Gen SPATAL6

Gen SPATA16 - spermatogenesis associated 16 se nachazi na 3. chromozomu
(3926.31). Ma 14 exonti a je dlouhy 251912 bp. Gen kodduje specificky protein varlat, je
lokalizovan  do  Golgiho  apardtu a mé&  vyznam  ve  spermatogenezi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Studiemi na zvifatech byl potvrzen vliv na spermatogenezi.
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Bylo zjisténo, ze SPATA16 se ucastni tvorby akrozomu a mutace vtomto genu vedou
k neplodnosti (Dam et al. 2007).

2.5 Sekvenovani nové generace — platforma GS Junior (Roche)

Sekvenovani nové generace je zaloZzeno na masivnim paralelnim sekvenovani. Oproti
klasickym sekvena¢nim metodam umoznuje zasadni navysSeni kapacity a snizeni ceny. V roce
2005 byl predstaven prvni komercné dostupny sekvenator nové generace spolecnosti 454 Life
Sciences. (Margulies et al. 2005). Roche Diagnostics v roce 2007 spole¢nost 454 Life
Sciences odkoupil a v souc¢asné dob¢ jsou na trhu dostupné dva pfistroje od firmy Roche: GS
Junior a GS FLX System. GS FLX System je navrzen pro vét$i genomové projekty, v jednom
béhu poskytuje az 1 milion ¢teni dlouhych az 1000 bazi. Naopak GS Junior je stolni (tzv.
benchtop) sekvenator s nizsi kapacitou vhodny do rutinnich laboratofi. Ptistroj GS Junior
umoznuje 100 000 (teoreticky az 250 000) ¢teni v jednom b&hu dlouhych 400 bp a doba
jednoho béhu je 10 hodin. Oba pfistroje pracuji na principu pyrosekvenovani a vyuZzivaji

emulzni PCR k amplifikaci fragment DNA (http://www.454.com).

2.5.1 Pyrosekvenovani

Platforma GS Junior funguje na principu pyrosekvenovani. Podobné jako klasicka
Sangerova metoda je pyrosekvenovani zaloZeno na syntéze novych sekvenci DNA, ale 1i$i se
zpiisobem detekce zaclefiovani novych nukleotidi. Nazev metody je odvozen od zédkladni
enzymatické reakce, kdy dochazi k uvolnéni pyrofosfatu z nové zaclenéné¢ho nukleotidu.
ZjednoduSené jde o sled enzymatickych reakci, béhem kterych dochazi k syntéze fetézce
DNA, ptficemZ dochazi k emisi viditelného svétla a mnoZstvi uvolnéného svétla je tmérné
poctu zaclenénych nukleotidii.

V roce 1985 byl poprvé popsan princip detekce pyrofosfatu, ktery je zadkladem této
metody (Nyrén a Lundin 1985). O dva roky pozdé¢ji v roce 1987 byla vyvinuta metoda pro
sledovani aktivity DNA polymerdzy s vyuzitim enzymatické metody detekce pyrofosfatu, za
pouziti enzymli ATP sulfuryldzy a luciferdzy (Nyrén 1987) a konecné vroce 1996 byla
uvedena metoda sekvenovani DNA pomoci detekce pyrofosfatu, vhodna k automatizovanému
paralelnimu zpracovani vzorku (Ronaghi et al. 1996).

Zakladem pyrosekvenovani jsou 4 enzymy: DNA polymeraza, ATP sulfurylaza,
luciferdza, apyraza a ze substratii adenosinfosfosulfat (APS), luciferin a sekvenovany templat
s primerem. K této smési jsou cyklicky jeden po druhém ptidavany nukleotidy — dATP, dGTP,

dCTP, dTTP. Pokud se do vznikajiciho fetézce zacleni jeden nebo vice nukleotidl, dojde
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k uvolnéni svételn¢ho zareni, které je detekovano kamerou (Ahmadian et al. 2006). Piesny
sled reakci je popsan v nésledujicich bodech a schematicky znazornén na obr. 2.2.
1. reakce — pomoci DNA polymerazy dochazi k zafazeni ptislusného nukleotidu do

rostouciho DNA fetézce a uvolnéni pyrofosfatu (PP;).
(DNA), + dNTP — (DNA),+; + PP;

2. reakce — uvolnény pyrofosfat slouzi jako substrat pro ATP sulfuryldzu a vznika ATP.
PP; + APS — ATP + SO~

3. reakce — ATP aktivuje pfeménu luciferinu na oxyluciferin, ktery produkuje svételny
signal pomoci enzymu luciferdza. Svételny signal je detekovan kamerou a
vyhodnocen.

Luciferaza + luciferin + ATP — luciferaza-luciferin-AMP + PP;
luciferaza-luciferin-AMP + PP; + O, — luciferaza + oxyluciferin + CO; + svétlo

4. reakce — dochazi k degradaci nespotiebovaného nukleotidu a ATP pomoci apyrazy
(Ahmadian et al. 2006).

ATP — AMP + 2P;
dNTP — dNMP + 2P;

Obr. 2.3. Schéma pyrosekvenovani — DNA polymeraza zatadi néktery ze ¢ty dANTP do komplementarniho
fetézce k sekvenované DNA, dojde k uvolnéni pyrofosfatu z nové zaclenéného nukleotidu, ten je pfeveden na
ATP pomovi enzymu sulfurylazy, ATP je spotifebovano luciferazou k oxidaci luciferinu, vznika oxyluciferinu a

dojde k uvolnéni svételného signalu, ten je detekovan CCD kamerou. Pfevzato z (http://www.454.com).

Signal image

SRR
e §

Sulfurylase

ATP

Light + oxy luciferin

Luciferase
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2.5.2 Zakladni protokol metody

Na zacatku je vzorek DNA mechanicky nastépen na kratsi fragmenty o délce 300-800
bp. Pii sekvenovani kratSich vzorkli neni fragmentace nutna. Néasleduje pfiprava knihovny,
kdy jsou vytvofeny jednofetézcové fragmenty sekvenované DNA s A a B adaptery na obou
koncich. Specifick¢ adapterové molekuly (A a B) jsou dulezité v dalSich krocich, pfi
purifikaci, amplifikaci a pfi vlastni sekvenaci. Pfipravend DNA knihovna se hybridizaci
ptichyti ke specialni mikrokuli¢ce o velikosti 28 um. V idealnim ptipad¢ je na kazdou kulicku
navazan pravé jeden fragment jednofetézcové DNA. Nasleduje amplifikace fragmenti
pomoci emulzni PCR. PCR probihd v roztoku oleje a vody, které vytvoii emulzi. Kapky této
emulze funguji jako mikroreaktory, v kterych jsou fragmenty DNA knihovny pfichycené na
kuli¢kach amplifikovany. Soucasti reakce jsou nezbytné slozky pro normalni PCR, jako DNA
polymeraza, primery, nukleotidy a pufr. Na konci PCR je na povrchu mikrokulicky
prichyceno v priméru 10 milionti identickych kopii ptivodni jednofetézcové DNA, které
zustavaji prichycené na kuli¢ce i po uvolnéni z emulze. Kulicky jsou vpraveny do jamek
pikotitra¢ni desticky (PTP — PicoTiterPlate), do jedné jamky se idealn¢ vejde jedna DNA
mikrokuli¢ka. PTP o velikosti 60x60 mm” je tvofena optickymi vlakny. Enzymy nezbytné pro
pyrosekvenacni reakci jsou pfichyceny na dalSich menSich kulickéach, které zaroven maji za
ukol DNA kulicky v jamkach PTP imobilizovat. Takto naplnéna pikotitracni desticka je
vlozena do pfistroje, ktery fidi pratok jednotlivych dNTP nad otevienym povrchem desticky.
Ptfidanim  komplementarniho  nukleotidu  k sekvenovanému  fragmentu  dojde
k chemiluminiscen¢ni reakci a uvolnéni svételného signalu, ktery je zachycen CCD kamerou
(CCD — charge-coupled device), ta prevadi svételné signaly z kazdé jamky do pocitace, ktery
je prevede na sekvenci DNA. Ziskand data jsou analyzovéna riznymi filtry kvality, tak aby

byly odstranény sekvence s nizkou kvalitou (Margulies et al. 2005, http://www.454.com).

Popsany postup je zndzornén na obrazku 2.3.
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Obr. 2.3. Prubéh sekvenovani GS Junior. Pievzato z (http://www.454.com).

Key sequence

2.5.3 Vyhody, nevyhody a vyuziti

Jako vSechny dnes dostupné platformy mé 1 GS Junior své vyhody a nevyhody. Hlavni
limitaci je problém s detekci homopolymernich usekt DNA. Pfi zatazeni vice nukleotidi
stejného typu dochazi k chybam, protoZe pocet zaclenénych nukleotidi je detekovan pouze
pomoci mnoZstvi emitované¢ho svétla, s pfibyvajici délkou homopolymeru se rozdily
v intenzité signalu pro sekvence riznych podobnych délek stavaji nerozliSitelnymi. Vznikne-li
tedy chyba vpoctu zaclenénych nukleotidl, vyskytuji se inzerce nebo delece
v homopolymernich usecich, spiSe neZ substituce. Dal$i nevyhoda je vysoka cena reagencii a
pracnost. Vyhodou metody je v porovnani s ostatnimi platformami poskytnuti dlouhych ¢teni,
presnost a rychlost — jeden béh trva 10hod (Zhou et al. 2010).

Platforma GS Junior ma Sirokou skalu vyuziti, hodi se pro sekvenovani genomt virt,
bakterii a dalSich mikrobt, plisni, zvifat a rostlin. Je mozné sekvenovat ¢asti nebo celé
genomy, dale plazmidy, umélé bakteridlni chromozomy a fosmidy. Hodi se pro
resekvenovani, analyzu transkriptomi, metagenomické studie, pro analyzu regulace gent a
epigenetickych zmén. Dale sekvenovani amplikonli umoznuje genotypizaci, detekci vzacnych

variant a sekvenovani kandidatnich genti nejriiznéjSich onemocnéni (http://www.454.com).
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Cilem diplomové prace bylo stanovit sekvence dvanacti kandidatnich geni u neplodnych
muzil s poruchou spermatogeneze a prokéazat ndlez, ptipadné absenci patogennich mutaci
v téchto genech. Nalezend mutace by byla vlastni etiologii neplodnosti. Postup dosazeni
vyt¢eného cile byl nasledujici:

1. Spouzitim cDNA a genomické DNA zperiferni krve pacientli s poruchou
spermatogeneze optimalizovat PCR reakci pro 12 kandidatnich genti: CAPZA3,
CDCI14B, CDC42, CNTROB, CSNK2A2, GOPC, HOOKI, HRB, OAZ3, ODF]I,
RIMBP3, SPATA 6.

2. Pfipravit PCR produkty vhodné pro sekvenovani nové generace u vSech dvandcti
gentl.

3. Stanovit sekvenci pfipravenych produkti PCR pomoci sekvenovani nové generace na
platformé& GS Junior.

4. Vyhodnotit ziskané vysledky a porovnat s klinickymi daty pacientl ziskanymi pfti

rutinni genetické diagnostice.

26



Diplomova prace 4 Material a metody

4 Material a metody

4.1 Experimentalni skupina

Do diplomové prace bylo zahrnuto 73 pacientd a 7 kontrol. Jednd se o pacienty
vySetiené¢ v Centru asistované reprodukce VFN a 1. LF UK, ktefi maji poruchu
spermatogeneze. U vSech pacientll byla provedena genetickd konzultace a rutinni laboratorni
geneticka diagnostika na Ustavu biologie a lékai'ské genetiky 1. 1ékaiské fakulty a Veobecné
fakultni nemocnice v Praze (UBLG 1. LF a VFN), kterd zahrnuje stanoveni karyotypu,
vylouceni mikrodeleci chromozomu Y a mutaci v CFTR genu. VSichni pacienti souhlasili
S vyuzitim nespotfebovaného vzorku pro vyzkumné ucely. Kontrolni skupinu tvoii muzi
S normalnim spermiogramem, ktefi prosli genetickou konzultaci a jsou prokazatelné plodni.
Kontrolni skupina slouzi ke sledovani kvality sekvenovani, jinak je kontrolou normadlni
genom a jeho normalni variabilita ({bSNP-The Single Nucleotide Polymorphism Database).
Vétsi rozsah kontrolniho souboru by byl nutny pfi zachyceni novych podezielych mutaci.

Od kazdého pacienta i kontroly byl izolovan vzorek RNA i DNA z periferni krve
odebrané¢ do zkumavek s pfidavkem EDTA. Izolace byla provedena pracovniky laboratoie
molekularni genetiky UBLG 1. LF a VFN za pouziti standardnich postupti. Pro izolaci RNA
z periferni krve byl pouzit komer¢ni kit Tempus™ Spin RNA Isolation Kit (Applied
Biosystems) a izolace DNA byla provedena pomoci kitu QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

4.2 Stanoveni koncentrace RNA a reverzni transkripce

U vsech vzorkii RNA byla nejprve spektrofotometricky stanovena koncentrace. Dle
stanovené koncentrace byly vzorky rozdéleny do skupin ¢itajicich 12 vzorkt, z toho 11
pacienti a 1 kontrola. Toto rozdéleni bylo zvoleno kvili sekvenatoru GS Junior, protozZe
V jednom béhu je mozné sekvenovat maximaln¢ 12 vzorku. Pfi stanoveni poCtu pacienti, kteti
se sekvenovali najednou v jednom béhu se také vychazelo z celkové délky stanovované
sekvence u kazdého pacienta a z pozadavku precteni kazdé sekvence v priméru 100x. Ve
skupin€ 12 vzorkl byly RNA nafedény vodou na nejniz§i naméfenou koncentraci.

Reverzni transkripce (RT) slouzi k ptepisu genetické informace z RNA do cDNA. Po
nafedéni vzorkt RNA byla provedena reverzni transkripce za pouZiti téchto komercnich
chemikalii: SuperScript™ III Reverse Transcriptase, Oligo(dT)12-18 Primer, 10 mM dNTP
Mix, RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, v§e od firmy Invitrogen™. Pouzité
plasty (zkumavky, Spicky) byly sterilni a certifikovany jako DNase a RNase free. Voda

uzivana pro fedéni RNA, pii RT a ve vSech dalSich metodach je ultracistd voda urcena pro
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pouziti v molekularni biologii, dale jen voda. Byly dodrzeny zédsady sterilni prace, veskera
manipulace s RNA byla provadéna na ledu, pracovni plocha byla pied praci s RNA dikladné
o¢isténa, vzdy se pracovalo v jednorazovych rukavicich. RT probihala v termocykleru

LabCycler (SensoQuest).

Pracovni postup RT

Do popsanych mikrozkumavek o objemu 0,2 ml bylo napipetovano 11 pl predem natedéné
RNA a piidan Oligo(dT) Primer a 10 mM dNTP Mix dle tabulky 4.1. Souc¢asti RT byla vzdy

negativni kontrola, kde RNA byla nahrazena vodou.

Tab. 4.1. Receptura 1. reakce RT.

Reagencie Objem (ul)
Oligo(dT)12-18 Primer 1
10 mM dNTP Mix 1
Naredéna RNA 11
Celkovy objem reakce 13

Vznikla smés byla inkubovana v termocykleru 5 minut pii 65 °C. Po inkubaci byly zkumavky
ihned zchlazeny na ledu. Ke kazdému vzorku (i ke kontrole) bylo ptidano 7 pl mixu, ktery byl
pfipraven dle tabulky 4.2.

Tab. 4.2. Reagencie 2. reakce RT.

Reagencie Objem (ul)
5x First-Strand Buffer 4
0,1MDTT 1
RNaseOUT™ Recombinant RNase 1
Inhibitor (40 U/ul)

SuperScript™ [11 RT (200 U/ul) 1
Celkovy objem mixu 7

Po pfidani mixu a promichéani byly zkumavky inkubovany v termocykleru 60 minut pii 50 °C
a nasledné byla reakce zastavena zahtatim na 70 °C na 15 minut, poté byly vzorky zchlazeny
na 4 °C. Po RT byly vSechny vzorky nafedény pfidanim 80 pl vody, aby byl vysledny objem
100 pl. Po natedéni byla cDNA ihned pouzita pro PCR nebo do dal§iho pouZiti zamraZena.

4.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) umoziuje zmnozeni specifické oblasti DNA
v podminkach in vitro. Cilem PCR bylo ziskat produkty vhodné k sekvenaci na platformé GS

Junior u vSech dvanacti kandidatnich genti. Nejprve bylo potteba optimalizovat PCR tak, aby

-----
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byla stanovena vhodna teplota pro dosednuti primert (annealing). Termocykler umoznuje
nastaveni riznych teplot v riiznych mistech vyhtevné desticky a lze tedy soucasné testovat
nekolik teplot annealingu. Po vyneseni na agar6zovy gel byla vybrana nejvhodnéjsi teplota
pro dany primer. Doba elongace byla stanovena podle délky PCR produktu, piiblizn¢ 30
sekund na 1 kb. Pocet cykli amplifikace byl u vétSiny gent 30, jen u nékterych se osvédcilo
zvySeni na 35 cykll (viz tabulka 4.3). Podminky uvedené v tabulce 4.3 plati vzdy pro vSechny

primery daného genu.

Tab. 4.3. Optimalni teplota annealingu, doba elongace a pocet cykla pro v§echny primery daného genu.

Gen Teplota annealingu (°C)  Cas elongace  Poéet cykli
CAPZA3 63 1 min 30
CDC14B 60 30s 30
CDC42 63 30s 30
CNTROB 66 1min40s 35
CSNK2A2 63 1 min 35
GOPC 63 1 min 35
HOOK1 63 30s 30
HRB 60 30s 30
OAZ3 60 30s 35
ODF1 60 30s 30
RIMBP3 63 3min20s 30
SPATA16 60 30s 30

Primery pouzité pro PCR byly navrzeny mym Skolitelem v programu Primer3 a
objednany u firmy Integrated DNA Technologies, USA. Primery byly dodany
Vv lyofilizovaném stavu, nafedény vodou na koncentraci 0,1 mM. Z 0,1 mM zésobniho roztoku
byl primer déale fedén 10x a tak byl ziskdn pracovni roztok o koncentraci 10 uM. Finalni
koncentrace kazdého z primert vreakci byla 500 nM. Zasobni roztoky primerd byly
uchovavany pii -70 °C a v pfipadé potieby z nich byl pracovni roztok dotfedén. VSechny

pouzité primery, jejich sekvence a velikost produktii jsou uvedeny v tabulce 4.4.

Tab. 4.4. Ptehled pouZitych primeri a jejich sekvence.

Gen Nazev primeru Sekvence primeru Vellkos(tb%t;oduktu

CAPZA3 CAPZA3 cgl_20F gactgcctgctttcatggat 1245
CAPZA3 g3 1264R ggtcaccaccatgaaacaca

CDC14B CDC14B_glaF tttccaggacttggggactt 410
CDC14B_glaR gagcgctgtagcccagag
CDC14B_g2F cccacccaaatagccagaat 390
CDC14B_g2R caggtgaaaaacaagcatcc
CDC14B_g3F attggcccataacaatttgg 449
CDC14B_g3R gcttttcaagtatttgggcatc
CDC14B_g4F tgaatggttatgggatttgga 429
CDC14B_g4R cccgagcagttttaggttca
CDC14B_g5F gcaaacaacagaaaccagca 401
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CDC14B_g5R tggtgttatttgcgctcatc
CDC14B_g6F ttgatccaggcccataaaac 422
CDC14B_g6R aatggagcacctctgtcacc
CDC14B_g7F cccacttcctttgaaagctg 418
CDC14B_g7R catcacacacgccaaaagac
CDC14B_g8+9F cagtcttgagtagagaggttgtgg 791
CDC14B_g8+9R aaggcagtttcatgttctgaca
CDC14B_g10+11F ctgcctgcccaacaaaat 598
CDC14B_g10+11R ccctgacaggttctcaatagce
CDC14B_g12F tgctgctgtgttgtctctga 394
CDC14B_g12R atgggcttgcaactatggag
CDC14B_g13mF atggcaaaactccatccttg 382
CDC14B_g13mR aaacatgcattgtgggaacc
CDC14B_g13F aggccttgatgtgaaaatgtg 375
CDC14B_g13R tttcatgtcagtctccagagg
CDC14B_g14F gttgccctecttgtetttga 498
CDC14B _g14R acacacatgcaccacagacc

CDC42 CDC42 cl1 _13F acccaactgtgcgtctcct 627
CDC42_c6_639R tgagtcccaacaagcaagaa
CDC42_c5 _557F tcatttgaaaacgtgaaagaaaag 650
CDC42_c7_1206R tgttacagagtcatccacaagca
CDC42_c5 _557F tcatttgaaaacgtgaaagaaaag 485
CDC42 _c7a_1041R ggacattcttaaagccagacca

CNTROB CNTROB_c1_838F tccgtgaacttttcectectyg 2833
CNTROB_c19 3670R | caacaatgagagaacaaagaggag

CSNK2A2 CSNK2A2 cf 178F ctacgccgaggtgaacagtc 1282
CSNK2A2_cf 1459R | cttcacattccccatgettt

GOPC GOPC cf 47F cctcagcttcagecctecgtta 1830
GOPC _cf 1876R tttgggaaacacatgctttg

HOOK1 HOOK1 cl1 143F ggcctggtaccgagettt 634
HOOK1 cl 776R caacagcatcatttggagga
HOOK1 c2_632F ggttgtgcgatcaactgtga 640
HOOK1 c2_1271R gcttgcgaaggtcattcag
HOOK1 c¢3 1105F cgaattccagcataggaatga 595
HOOK1 c3 1699R ttgctgtaagcgaagcatct
HOOK1 c4 1562F caacaggaccacctaaaccaa 622
HOOK1 c4 2183R tctctttctctgccaactget
HOOK1_c5 2045F gaagatatgaaagcaatggagga 592
HOOK1_c5 2566R aatacctgatatcccgcatca

HRB HRB_g2F tgtttcaagtttgtgtgttggtt 414
HRB_g2R catttcacctcagatttacgg
HRB_g3F accccaggtcctctgaaatc 449
HRB_g3R tccttcattgtgtcagactaacc
HRB_g4F tctgtgtgagagggttttcaga 395
HRB_g4R tggcatacaagattatgctgcet
HRB_g5F tgtgttttaagtttgcagatagtttt 443
HRB_g5R tcatgccaaccgacattaaa
HRB_g6F tgggttacatgctggtaggg 497
HRB_g6R ttccccagagcttttgaaga
HRB_g7F tctgtgcaggaattggtgtt 406
HRB_g7R ttggaagagatttttatgaagga
HRB_g8F aaaagccattgccagtcatt 448
HRB_g8R tgagaaaagtgtagcatgttcaga
HRB_g9F cctgtgtttcatggcaaatg 400
HRB_g9R ttcaaattcctcaaatttacaaaa
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HRB_g10+11F tggctaccctgtaaatcgtt 508
HRB_g10+11R ccccattttctggtgttett
HRB_g12F tttggaattaaccctgecttt 381
HRB_g12R gaaaagtcttcctgcccaag
HRB_g13F ttgctgctctggtaggaatg 359
HRB_g13R aggatcacacataatggctctg
HRB_gl4F tgaaagacgtagcacagttca 426
HRB_g14R ccctcecggttttgcacatatt

OAZ3 OAZ3_m2cl 74F cgtgtcctccaccagettat 427
OAZ3_cl1 500-535R ccctgattccatgtgtcaag
OAZ3_c2_400-435F taaacctctgccacccacct 426
OAZ3_c825-860R tggaaagtgtcctgaatcaca
OAZ3 g1 _1F gggtcacaatgccaccag 338
OAZ3 g1 _1R ttgccatttgggaaattctt

ODF1 ODF1 gl1F tcccaaaggtactcacagaaca 415
ODF1 gl1R ttccaacttataaggctaatataccg
ODF1_g2aF gcttctcaagctgtgtctgg 397
ODF1_g2aR ccgagcccataggagtatgt
ODF1_g2bF ctgcaaagagttcagcttgce 393
ODF1_g2bR tgggaaggagaggagaaaca

RIMBP3 RIMBP3_cgfl 5F ccacctgacccaaatacacc 5712
RIMBP3 cgfl 5716R | acacacattggccacagaaa

SPATA16 SPATA16_g2F ggtgagttttgagactgacaca 933
SPATA16_g2R cctcacctcatgatcactgcect
SPATA16_g3F cgcaaaacatataagcaagca 429
SPATA16 g3R ggtctccatgattgcctcac
SPATA16 g4F gggaagggctcctttcacta 377
SPATA16 g4R aattgctggtttgacgttga
SPATA16_g5F ttggtttatctacctccccaaa 387
SPATA16_g5R tgcccagagctaccttttte
SPATA16_g6F gaccaaaatatgttatctttgcagt 419
SPATA16_g6R ttctttccgtttcaagtcatca
SPATA16_g7F tttccaagtacaattcctgaaatc 406
SPATA16_g7R tgtgtgtgttcttggggaaa
SPATA16_g8F cagcatctcctctgecctttce 415
SPATA16 g8R gaacgtttccaaaatccccta
SPATA16_g9F cgttatcacaagccctgact 369
SPATA16 g9R tttgccctcaggctacattt
SPATA16 gl0F tattcggcaatgacaagcaa 409
SPATA16 gl0R cacacttccagggagagagc
SPATA16 gliF ttctgccagttctgttccaa 392
SPATA16 gliR agatgaactgaggggaatacca

Byl kladen diraz na kvalitu PCR produktu, proto byla pouzita polymeraza Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, USA). Tato DNA polymeraza

zajistuje vysokou piesnost, robustnost a procesivitu. Ma 50x nizs§i chybovost nez Tag DNA

polymeraza, je tedy jednou z nejptesnéjSich termostabilnich polymeraz. Phusion polymeraza

ma 5" — 3’ polymerazovou aktivitu, 3° — 5" exonukleazovou aktivitu (,,proofreading) a

vytvaii produkty s tupymi konci. Soucasti kitu byl pouzivany pufr 5x Phusion GC Buffer,
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ktery je vhodny zejména pro oblasti bohaté na G a C a poskytuje lepsi vytézky nez
alternativni pufr v Kitu 5x Phusion HF Buffer.

Pro zjisténi ptipadné kontaminace reakce byla vzdy soucasti PCR negativni kontrola,
kdy cDNA/DNA byla nahrazena vodou. Pii praci byly dodrzovany standardni postupy:
pouziti jednordzovych rukavic, dezinfekce pracovni plochy, plasty (zkumavky, Spicky,
desticky) byly sterilni a certifikovany jako DNase a RNase free. Byly pouzivany
termocyklery LabCycler (SensoQuest) a Biometra T-Gradient (Biometra).

Pracovni postup PCR

PCR probihala v mikrozkumavkach o objemu 0,2 pl nebo v 96 jamkové desti¢ce. Nejprve se
pripravila smés vody, betainu, dNTP, pufru, primerd (,,forward“ a ,reverse” primer) a
nakonec se piidala DNA polymerdza. Reakéni smés se dikladné promichala a rozpipetovala
do mikrozkumavek ¢i desticky, poté se pridala cDNA resp. DNA (piesna receptura reakce

s cCDNA a DNA viz tabulka 4.5). V negativni kontrole byla cDNA/DNA nahrazena vodou.
Tab. 4.5. Receptura PCR reakce s cDNA a DNA.

Reagencie PCR s cDNA (ul) PCR s DNA (ul)
Voda 1,8 3,8
Betain 4 4

dNTP 4 4

5x Phusion GC Buffer 4 4

Primer F (10 uM) 1 1

Primer R (10 uM) 1 1
Phusion DNA Polymerase 0,2 0,2
cDNA/DNA 4 2
Celkovy objem reakce 20 20

Poté se mikrozkumavky ¢i desticka ihned vlozily do termocykleru a nastavil se vhodny
program (viz tabulka 4.6). Vzdy bylo potteba upravit teplotu annealingu, Cas elongace a pocet
cykli podle pravé pouzitého primeru. Po skonceni PCR byly vzorky vyneseny na agar6zovy

gel a poté do dal$iho pouziti zamraZeny pii -20 °C.

Tab. 4.6. Nastaveni termocykleru pro PCR.

Faze PCR Teplota (°C) Cas Pocet cykla
PocateCni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

Annealing 60-66 30s 30-35
Elongace 72 30s-3min20s

Zavérecna elongace 72 5 min 1
Ochlazeni 4 00 1
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4.4 Elektroforéza

Elektroforéza je separa¢ni metoda, kterd umoziuje déleni latek v elektrickém poli
podle jejich velikosti a naboje. Nukleové kyseliny nesou diky fosfatové skupiné zaporny
naboj a putuji ke kladné nabité elektrodé. Elektroforéza probihda na agar6zovych nebo
polyakrylamidovych gelech. Gel ptisobi jako molekularni sito a vétsi molekuly prochazeji
pomaleji nez mensi.

V nasem piipad€ byla pouzita agardzova elektroforéza k ovéteni velikosti, kvality a
mnozstvi PCR produktu. Velikost PCR produktii byla ovéfena porovnanim s komerénim
standardem GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific™). Pouzita agar6za byla 1%
nebo 2%, podle délky DNA fragmentt. Byly pouzivany aparatury pro horizontalni gelovou
elektroforézu ve dvou velikostech, pro agarézovy gel o objemu 80 ml a 500 ml v 1x TBE
(Tris-Borate-EDTA) pufru. TBE pufr byl pfipravovan 5x koncentrovany. Pii vynaseni vzorku
na gel byly pouzivany Spi¢ky s filtrem, aby nedoSlo ke kontaminaci PCR produktu a
pouzivanych pipet. Pro vizualizaci DNA fragmenti bylo pfidano fluorescen¢ni barvivo
ethidium bromid. Gel byl detekovan kamerou na UV transiluminatoru pfistroje G:Box od

firmy Syngene s pouzitim softwaru GeneSnap. Rozliseni snimka 1392x1040 bodd.

Pracovni postup

Agar6zovy gel byl pfipraven rozvarenim agarézy v 5x TBE pufru a destilované vodé a poté
byl piidan ethidium bromid. Po zchlazeni pod tekouci vodou na teplotu kolem 60 °C byla
agaroza nalita do elektroforetické misky s hiebinky. Po ztuhnuti gelu byly hiebinky vyndany
a elektroforetickd miska s agar6zou umisténa do elektroforetické vany a zalita TBE pufrem
zfedénym na koncentraci 1x. VZdy bylo nanaSeno 5 ul PCR produktu a do prvni jamky
vyneseny 3 ul standardu pro kontrolu velikosti PCR produktu. Poté byla elektroforeticka vana
uzaviena vikem, pripojena ke zdroji napéti a nastaveno 85 V na 40-60 minut u malé agardzy a
u velké agar6zy 200 V na 45 minut. Nasledné byl gel detekovan v UV svétle pomoci systému
Syngene G:Box a softwaru GeneSnap. Gely o rlizné koncentraci agardzy byly pfipraveny

podle tabulky 4.7.

Tab. 4.7. Ptiprava agar6zového gelu.

Chemikalie 1% agardza 80 ml 2% agaroza 80 ml 2% agaroza 500 ml
Agar6za 0,84 169 109

5x TBE pufr 16 ml 16 mi 100 ml
Destilované voda 64 ml 64 ml 400 ml
Ethidium bromid 1,7 ul 1,7 ul 11 pl
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4.5 Sekvenovani na platformé GS Junior (Roche)

Tato kapitola shrnuje pomérné rozsahly pracovni postup sekvenovani a pouzité
komer¢ni kity, reagencie a pfistroje. Principu metody sekvenovani na platformé¢ GS Junior a
sekvenovani nové generace obecné je vénovana kapitola 2.5.

Celkem bylo provedeno 7 sekvenac¢nich behi, vzdy po dvanacti vzorcich (11 pacientii
a 1 kontrola), protoze kity doddvané firmou Roche umoziuji ptipravu knihovny maximalné

pro 12 vzorkd.
4.5.1 Reagencie, pomitcky a pristroje

Pouzité kity od firmy Roche jsou uvedeny v tabulce 4.8. Dalsi pouzivané kity véetné

vyrobce shrnuje tabulka 4.10 a v tabulce 4.9 jsou uvedeny pfistroje, pouzity model a vyrobce.

Tab. 4.8. Pouzité kity (Roche, USA).

Priprava knihovny
GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit

- Rapid Library Buffers
- Rapid Library Nebulizers
- Rapid Library Reagents

GS FLX Titanium Rapid Library MID Adaptors

Emlzni PCR

GS Junior Titanium emPCR Kit Oil and Breaking

GS Junior Titanium emPCR Kit emPCR Reagents (Lib-L)
GS Junior Titanium emPCR Kit Bead Recovery Reagents
Sekvenovani

GS Junior Titanium Sequencing Kit

- Sequencing Kit Buffers
- Sequencing Kit Packing Beads and Supplement CB
- Sequencing Kit Reagents and Enzymes

GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit
Udriba
GS Junior Maintenance Wash Kit

Tab. 4.9. Pouzité piistroje a vyrobce.

Pristroj Vyrobce
Fluorometr Hoefer DQ300 Hoefer
Tlakova lahev s dusikem a redukéni ventil Linde
Laboratorni vakuové ¢erpadlo typ N 86.KN.18 Boeckel & Co.
Magneticky stojanek Invitrogen
Mini LabRoller Rotator Labnet
Termocykler LabCycler SensoQuest
Ultra-Turrax® Tube Drive control IKA®
Centrifuga MiniSpin Eppendorf
Centrifuga 5430 Eppendorf
Sekvenator GS Junior Roche
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Tab. 4.10. Pouzité kity a vyrobce.

Nazev kitu Vyrobce
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
MinElute PCR Purification Kit Qiagen
Quant-iT™ PicoGreen dsDNA Assay Kit Invitrogen

Veskeré pouzité plasty byly sterilni a certifikovany jako DNase a RNase free.

Pracovalo se v jednorazovych rukavicich a dbalo se na Cistotu prace.

4.5.2 Metodicky postup

1. Smichani PCR produktu, pifeci$téni, stanoveni koncentrace fluorometricky

Ptipravené PCR produkty od kazdého pacienta a kontroly musely byt smichany do
jedné zkumavky. A to tak, ze zvlast’ geny, u nichz byl ptipraven jeden dlouhy PCR produkt (u
gent CAPZA3, CNTROB, CSNK2A2, GOPC, RIMBP3) a geny, u kterych bylo pfipraveno
vice kratSich PCR produkti (u geni CDC14B, CDC42, HOOK1, OAZ3, ODF1, HRB,
SPATA16). Nejprve se pfipravilo 12 zkumavek (pro 11 pacientd a 1 kontrolu) o objemu 1,5
ml pro kratké PCR produkty a 12 pro dlouhé, tj. celkem pfipraveno 24 zkumavek. Pocet pl
odebranych od kazdého PCR produktu byl u prvniho sekvena¢niho béhu ptiblizn€ 1 pl na 500
bp produktu. U vSech dalsich sekvenaci byly zpipetované pl upravovany s ohledem na
vysledky posledniho sekvenovani. U kazdého primeru byl hodnocen pocet ¢teni na 100 bp.
Pokud bylo ¢teni malo, tak byly ul pfidany a naopak. Dale se pocet zpipetovanych ul fidil
podle sily PCR produktu na agar6zovém gelu.

Po smichéni PCR produktii u v§ech gent byly produkty pteciStény pomoci komercni
soupravy QIAquick PCR Purification Kit. Pfe¢isténi probihalo na kolonce s membranou, na
kterou se vaze DNA/cDNA a po pieciSténi se uvolnila eluénim pufrem. Podle pfiloZzeného
protokolu byly vSechny vzorky ptecistény a nakonec eluovany do 30 ul TE pufru, ktery byl
soucasti kitu Rapid Library Buffers.

Déle byla fluorometricky stanovena koncentrace precisténych vzorki. Metoda vyuziva
fluorescencnich latek, v tomto ptipadé PicoGreen, ktery byl soucasti pouzitého kitu Quant-
iT™ PicoGreen dsDNA Assay Kit. Nejprve byla pfipravena a zmétena kalibracni fada a poté
vzorky. Namétfené hodnoty fluorescence kalibra¢ni fady a vzorkil byly zapsany a vlozeny do
pfipravené¢ tabulky v programu Microsoft Excel, kde byly podle vzorce vypocteny

koncentrace v ng/ul.
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2. Pfiprava knihovny

Pii piipravé knihovny bylo postupovano podle protokolu Rapid Library Preparation
Method Manual GS Junior Titanium Series (454 Sequencing Roche, 2010). Prvnim krokem
byla nebulizace, ktera slouzi k rozbiti DNA/cDNA na fragmenty o velikosti 300-800 bp
pomoci tekutého dusiku. Nebulizovany byly pouze dlouhé PCR produkty, tedy geny
CAPZA3, CNTROB, CSNK2A2, GOPC, RIMBP3. Kratké PCR produkty byly mezitim
uchovéany v chladnic¢ce. Pocate¢ni koncentrace nutnd pro nebulizaci byla dle protokolu 500
ng. Bylo vypocteno potfebné mnozstvi PCR produktu a doplnéno TE pufrem do 100 pl a
napipetovano do nebulizacniho kelimku. Dale bylo pfidano 500 pl Nebulizaéniho pufru,
promichéno a nebulizovano 1 minutu pfi 30 psi (2,1 bar). Obsah nebuliza¢niho kelimku byl
precistén pomoci soupravy MinElute PCR Purification Kit (Quiagen). Do kelimku bylo
pridano 2,5 ml PBI pufru, promichdno a postupné piecisténo pies kolonku, poté bylo na
kolonku napipetovano 750 pl PE pufru, pfeciSténo a nakonec eluovano s 16 ul TE pufru. Po
nebulizaci a preciSténi dlouhych PCR produkti byla opét fluorometricky stanovena
koncentrace a pro kontrolu, zda nebulizace probéhla v poradku, byly vzorky vyneseny na 2%
agarozovy gel (ptfipraven dle postupu v kapitole 4.4.). Byly vyneseny 3 ul vzorku smichané
s 0,5 ul bromfenolové modfi a také standard pro kontrolu velikosti znebulizovaného produktu,
elektroforéza byla spuSténa na 15-25 minut pfi napéti 85 V.

Dale bylo potfeba smichat znebulizované dlouhé PCR produkty a kratké PCR
produkty u kazdého pacienta a jedné kontroly. Na zaklad¢ souctu velikosti (bp) kratkych a
dlouhych produkti byl vypocten pomér - dlouhé PCR produkty/kratké PCR produkty. Soucet
velikosti kratkych produktii se rovnal 22530 bp a soucet dlouhych produktd byl 12902 bp.
Pomér dlouhé:kratké produkty tedy byl 1:1,75. V tomto poméru byly produkty smichany.
Podle naméiené koncentrace v ng/ul a zvoleného poméru 1:1,75 byl vypocten objem pl u
kratkych a dlouhych produktt. Celkovy objem vzorku po smichdni musel byt 16 pl.

DalSim krokem podle protokolu byla oprava konct fragmentti. Do mikrozkumavek o
objemu 0,2 ml bylo napipetovano 16 pl vzorku (jiz smichané kratké a znebulizované dlouhé
fragmenty). Byla pfipravena smés dle tabulky 4.11 (pouzité reagencie byly soucasti kitu
Rapid Library Reagents) a ke kazdému vzorku pfidano 9 pl této smési, promichano, stoceno
Vv centrifuze a inkubovéano v termocykleru 20 minut pii 25 °C, 20 minut pii 72 °C a zchlazeno

na 4 °C.
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Tab. 4.11. Receptura smési pro opravu koncti fragmentd.

Reagencie Objem (ul)
RL 10x Buffer 2,5

RL ATP 2,5

RL dNTP 1

RL T4 Polymerase 1

RL PNK 1

RL Taq Polymerase 1
Celkovy objem reakce 9

Nez skon¢ila reakce v termocykleru, mezitim byly pfipraveny AMPure Bead, coz jsou
magnetické kulicky, které vazou DNA/cDNA. Zasobni lahvicka s AMPure Bead byla
dikladné promichéna a do pfipravenych dvanacti zkumavek o objemu 1,5 ml byl odebran
alikvot 75 pl. Zkumavky byly umistény na magneticky stojanck a AMPure Bead promyty
pomoci Sizing solution.

Po skonceni programu v termocykleru probéhla ligace adapterti. Do kazdé z dvandcti
zkumavek byl pfidan 1 pl RL MID Adaptor. MID adaptery pozdé€ji slouzi k rozliseni
jednotlivych dvanacti vzorkt, proto je velmi dilezité zapsat si ¢islo vzorku a Cislo ptidaného
MID adapteru (1-12). Kromé adapteru byl do zkumavek ptidan 1 pl RL Ligase, vse
promichano a inkubovano v termocykleru 10 minut pii 25°C. Pfidana ligaza je enzym, ktery
slouzi k pfipojeni adapteru na molekulu DNA/cDNA. Po naligovani adaptert probéhlo
odstranéni kratkych fragmenti za pouziti magnetickych AMPure Bead a magnetického
stojanku. Vzorky byly pfidany k pfedem pfipravenym kulickdm, inkubovany 10 minut pfi
pokojové teploté a poté umistény na magneticky stojanek. Kulicky se oddélily od roztoku a
vytvotily na sténé zkumavky peletu, byl opatrné odpipetovan supernatant a ptidano 200 pl
70% etanolu, promichano a opét inkubovano na magnetickém stojanku 1 minut, tento krok
byl opakovan jesté jednou. Po druhém promyti, po odpipetovani supernatantu se zkumavky
nechaly na magnetickém stojanku s otevienymi vicky a peleta na stén¢ zkumavky se nechala
na vzduchu oschnout pfiblizn€ 2 minuty. Zkumavky byly sundany z magnetického stojanku a
pfidano 25 pl TE pufru, promichdny, stoCeny v centrifuze a umistény opét na magneticky
stojanek. Piidany TE pufr slouzi k uvolnéni DNA z kuli¢ek. Poté co se vytvoftila peleta na
stén¢ zkumavky, byl odebran supernatant obsahujici knihovnu o objemu pfiblizné 25 pl do
nové zkumavky. Zkumavky s AMPure Bead byly vyhozeny.

Po odstranéni kratkych fragment byla opét u vSech dvanacti vzorkd fluorometricky
stanovena koncentrace a vzorky byly vyneseny na 2% agardézovy gel pro kontrolu, zda byly

kratké fragmenty odstranény. Bylo vyneseno 5 pl vzorku a 0,8 pl bromfenolové modii a
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standard. Podle naméiené koncentrace byla vypoctena fedici fada, ktera uréi pocet molekul
DNA na kulicku. V idedlnim ptipad¢ ptipadé na jednu kuli¢ku jedna molekula DNA. Poté byl
odebran stanoveny objem od kazdého vzorku a smichan do jedné zkumavky. Tato celkova

knihovna byla pouzita do emulzni PCR.

3. Emulzni PCR (emPCR)

Reagencie pro emPCR byly vyndany z mrazdku a ponechany pti pokojové teploté, aby
rozmrzly. VSechny reagencie byly stoCeny v centrifuze, enzymy byly uskladnény na ledu a
ostatni reagencie ponechany pii pokojové teploté. Aditivum bylo zahfato v termobloku na 5
minut pii 55 °C, aby se rozpustilo. Postupovalo se podle protokolu emPCR Amplification
Method Manual — Lib-L GS Junior Titanium Series (454 Sequencing Roche, 2010).

Nejprve byl pfipraven Mock Mix (430 ul Mock Mix a 1,72 ml vody), poté byly 2 ml
Mock Mixu smichany s 4 ml emulzniho oleje ve specialni zkumavce, ktera byla upevnéna do
ptistroje Ultra Turrax Tube Drive, ktery slouzi k homogenizaci smési. Pfistroj byl nastaven
na 4000 rpm na 5 minut. Dale byl pfipraven mix pro emPCR podle tabulky 4.12, promichan a

uchovan na ledu.

Tab. 4.12. Receptura mixu pro emPCR.

Reagencie Objem (ul)
Voda 410
Additive 515
Amp Mix 270
Amp Primer 80
Enzyme Mix 70
PPiase 2
Celkovy objem reakce 1347

Dale byly ptipraveny Capture Beads, coz jsou kulicky, na které se adaptory vazou
fragmenty DNA a na jejich povrchu dochéazi pii emPCR k amplifikaci fragmentt. Capture
Beads byly dvakrat promyty 1 ml 1x Wash Buffer (byl pfipraven z 0,5 ml Wash Buffer a 4,5
ml vody). Ke kuli¢kam bylo pfiddno vypoctené mnozstvi DNA knihovny, promichano a 1,2
ml pfedem ptipraveného mixu pro emPCR, promichéno a vSe ptepipetovano do zkumavky
s emulzi v pfistroji Ultra Turrax Tube Drive a nastaveno 2000 rpm na 5 minut. Vznikla
emulzni smés byla rozplnéna po 80 pl do 96 jamkové desticky (obr. 4.1 A), uzaviena vickem

a vlozena do termocykleru. Bylo nastaveno teplotni schéma pro emPCR viz tabulka 4.13.
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Tab. 4.13. Nastaveni termocykleru pro emPCR.

Teplota (°C) Cas Pocet cykli
94 4 min 1
94 30s
58 4,5 min 50
68 30s
10 0 1

Program bézi ptiblizné 6 hodin, emPCR byla vzdy spusténa béhem odpoledne a
ponechéna v termocykleru pies noc (emulzi 1ze uchovavat pii 10 °C az 16 hodin). Nasledujici
den rano byla desticka s emulzi vyndana z termocykleru a zkontrolovana. Emulze musi byt
homogenni a nad emulzi je jen tenka vrstva ¢iré nebo mlécn¢ zakalené tekutiny (obr. 4.1 B),

nesmi byt rozdélena do n€kolika vrstev (obr. 4.1 C).

Obr. 4.1. emPCR: na obr. A je homogenni emulze pied vloZzenim o termocykleru, na obr. B je neporusena

emulze s ¢irou nebo mlééné zakalenou fazi na povrchu po vyndani z termocykleru, na obr. C je nepouzitelna

emulze rozbita do nékolika vrstev. Pfevzato a upraveno podle (emPCR Amplification Method Manual — Lib-L

GS Junior Titanium Series, Roche, 2010).

Dalsim krokem bylo vypipetovani emulzni smési z desticky a dikladné vycicténi
kulicek od emulze. K tomu slouzila vakuovd pumpa a specidlni nastavec na vysati emulze
z desticky, ktery byl soucasti kitu GS Junior Titanium emPCR Kit Oil and Breaking. Pomoci
tohoto néstavce byla emulze nasata do pfipojené 50 ml zkumavky. Poté co byla emulze
kompletné odsata ze vSech jamek destiCky, byl nastavec promyt isopropanolem a vSechny
jamky byly 2x promyty 100 pl isopropanolu a odsaty do zkumavky. Vzhledem k pouziti
isopropanolu byl tento krok provadén v digestofi. Nasledn¢ probé&hlo vycisténi kuli¢ek od
emulzniho oleje pomoci n€kolika promyvacich krokd. Zkumavka o objemu 50 ml s odsatou
smési kuli¢ek, emulze a isopropanolu byla doplnéna isopropanolem na objem 35 ml, dikladné
promichéna a centrifugovdna 5 min pii 930 x g, poté byl opatrné odlit supernatant a ptidano

10 ml Enhancing Buffer a promichano, pokud peleta drzela na dné¢ zkumavky pfili$ pevné, tak
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byla rozbita pomoci sterilni plastové Spachtle. Nasledné byla zkumavka doplnéna
isopropanolem do 40 ml a centrifugovéna 5 min pii 930 x g. Supernatant byl odstranén a
zkumavka doplnéna do 35 ml isopropanolem, vSe promichano a opét centrifugovano 5 min pfi
930 x g a poté supernatant opét odstranén. Byl pfidan etanol do vysledného objemu 35 ml,
dikladné promichano a centrifugovano 5 min pifi 930 x g, odstranén supernatant a pfidan
Enhancing Buffer do 35 ml a naposled centrifugace 5 min pfi 930 x g. Poté byl odstranén
supernatant tak, aby ve zkumavce zbyly asi 2 ml Enhancing Buffer. Suspenze kulicek a
Enhancing Buffer byla pifepipetovana do nové zkumavky o objemu 1,7 ml a centrifugovana
,,Spin-rotate-spin ““ (coz znamena centrifugaci asi 15 s, poté otoceni zkumavky o 180° a znovu
centrifugace asi 15 s), aby se vytvorila peleta z kuli¢ek a hladina pelety byla rovnomérné
rozlozena, poté byl supernatant odstranén. 50 ml zkumavka byla jesté 2x vyplachnuta 1 ml
Enhancing Buffer a ten byl pfidan do 1,7 ml zkumavky a opét ,, spin-rotate-spin “ a odstranén
supernatant.

Dalsim krokem bylo obohaceni kulicek knihovny DNA. Bylo pfipraveno Melt
Solution (125 ul NaOH (10 N) a 9,875 ml vody) a ptidan 1 ml ke kuli¢kam, promichano a
inkubovano 2 minuty pii pokojové teploté, poté , spin-rotate-spin“ a supernatant byl
odstranén. Tento krok byl opakovan jesté jednou a poté byly kulicky 3x promyty 1 ml
Annealing Buffer, v§e promichano, ,,spin-rotate-spin‘ a odstranén supernatant. Poté bylo
pfidano 45 pl Annealing Buffer a 25 ul Enrich Primer, promichano a inkubovano
Vv pfedehfatém termobloku na 65 °C 5 minut a nasledné¢ zkumavka zchlazena 2 minuty na
ledu. Dale byly kulicky 3x promyty 1 ml Enhancing Buffer a ponechany pii pokojové teploté
do dalsiho pouZiti.

Byly ptipraveny magnetické hnédé kulicky — Enrichment Beads, byly 2x promyty
ptidanim 500 pl Enhancing Buffer, za pouziti magnetického stojanku. Po druhém promyti a
odstranéni supernatantu bylo ptidano 80 pl Enhancing Buffer a promichano. Nasledné bylo 80
pul promytych hnédych kuli¢ek pfiddno k bilym kulickdm obsahujicim knihovnu a
promichéno, aby doSlo k dikladnému promiseni obou druhli kulicek a zkumavka byla
umisténa na 5 minut do rotacniho stojanu a poté 3-5 minut na magnetickém stojanku, aby se
vytvofila peleta. Magneticky stojanek byl n€kolikrat invertovan, aby doslo k zachyceni vSech
hnedych Enrichment Beads. Poté byl opatrné¢ odstranén supernatant tak, aby nedoSlo ke
strzeni hnédych kulicek z pelety. Do zkumavky byl pifidavan 1 ml Enhancing Buffer,
promichdno a umisténo na magneticky stojdnek. Po vytvofeni pelety byl odstranén
supernatant. Tento krok byl opakovan 6-10x, dokud byly v supernatantu pfitomny bilé
kulicky. Jakmile byl odstranény supernatant ¢iry bez bilych kulicek, tak bylo piidano 700 pl
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Melt Solution, promichano, aby se resuspendovala peleta a umisténo na magneticky stojanek.
Melt Solution zpusobi uvolnéni bilych kulicek z hnédych Enrichment Beads. Po usazeni
pelety byl odpipetovan supernatant obsahujici bilé kulicky s knihovnou a pfenesen do nové
zkumavky. Tento krok byl opakovan jesté jednou. Poté co byly vSechny bilé¢ kulicky
pfeneseny do nové zkumavky, byla zkumavka s hnédymi kulickami vyhozena.

Bilé kulicky byly 3x promyty 1 ml Annealing Buffer, promichany, ,, spin-rotate-spin “
a odstranén supernatant. V dalsim kroku byl navazan sekvenc¢ni primer. Po tfetim promyti
bylo ptidano 100 pl Annealing Buffer a 25 ul Seq Primeru, promichino a inkubovano
Vv termobloku 5 minut pfi 65 °C, poté zchlazeno 2 minuty na ledu, poté 3x promyto piiddnim
1 ml Annealing Buffer, promichano a ,,spin-rotate-spin “. Po tfetim promyti byl pfidan 1 ml
Annealing Buffer, ,,spin-rotate-spin “ a zkumavka byla vloZzena do ,,pocitadla kuli¢ek” (GS
Junior Bead Counter) na obr. 4.2, ktery orienta¢né uréi pocet ziskanych kulicek. Hladina
pelety by méla byt v okné, pokud je kuli¢ek malo a jsou pod hranou okna nelze je pouzit.
Sekvenator GS Junior vyzaduje pro uspésny béh alespont 500 000 kuli¢ek. Spodni hrana okna
definuje 500 000 kulicek a horni hrana definuje 2 miliony kuli¢ek (viz obr. 4.2). Takto

ptipravené kulicky je mozné uchovat pfi teploté 2-8 °C po dobu dvou tydnt.

Obr. 4.2. ,Pocitadlo kulicek* GS Junior Bead Counter. Prevzato a upraveno podle (emPCR Amplification
Method Manual — Lib-L GS Junior Titanium Series, Roche, 2010).
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4. Sekvenovani

Postupovalo se podle protokolu Sequencing Method Manual GS Junior Titanium
Series (454 Sequencing Roche, 2010). Nejprve byly pfipraveny potiebné kity a rozmrazeny
reagencie. Prvnim krokem bylo promyti pfistroje pfed novym béhem. Z piistroje byla
vyndana stard reagencni kazeta a vloZzena promyvaci kazeta naplnéna promyvacim pufrem a
byl spustén program promyvani, ktery trval 30 minut.

Mezitim nez skoncilo promyvani, byla pfipravena pikotitratni desticka. Jde o Cip
z optickych vléken, ve kterém jsou jamky, jejichz objem je v pl a do téchto jamek zapadaji
kulicky. Na desticku byly postupné pipetovany jednotlivé vrstvy kuli¢ek a mezitim
centrifugovdno, aby kulicky zapadly do jamek. Na povrchu nékterych kuli¢ek byly
imobilizované enzymy potfebné pro reakci. Nejprve byl ptipraven Bead Buffer 2 (BB2)
ptidanim 6,6 ml Supplement CB do lahve s CB pufrem, dikladné promichano a odebrano 40
ml do nové 50 ml zkumavky a ptidano 6,5 pl pfedem stocené Apyrdzy, zkumavka s hotovym
BB2 byla promichana a umisténa na led. Soucasti kitu GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit
je pikotitra¢ni desticka, ktera ma na sobé¢ identifikacni ¢islo, které je potieba si poznamenat,
protoze se pozdéji zadava do pocitace pii spusténi béhu. Déle jsou soucasti kitu tésnéni, kterd
byla opldchnuta promyvacim pufrem a také bylo oplachnuto zafizeni slouZici k naplnéni
kulicek do pikotitraéni desticky — Bead Deposition Device (BDD). Poté byla pikotitracni
desticka, tésnéni a BDD sloZeny a napipetovano 360 pl BB2 do desticky, jak je vidét na obr.

4.3. Po naplnéni nasledovala centrifugace 5 minut p#i 1620 RCF.

Obr. 4.3. Zatizeni k naplnéni pikotitra¢ni desti¢ky - Bead Deposition Device — BDD. Pievzato z Sequencing
Method Manual GS Junior Titanium Series, Roche 2010.
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Dale byly pftipraveny kulicky pro jednotlivé vrstvy, které se postupné pipetuji do
desticky. Naplnéni destiCky probiha ve ¢tyfech krocich: 1. vrstva enzymové kulicky, 2. vrstva
DNA a péchovaci kulicky (Packing Beads), 3. vrstva opét enzymové kulicky a 4. vrstva
PPiase kulicky.

Prvni byla pfipravena vrstva DNA kuli¢ek, kdy byly pouzity kulicky z emPCR
s amplifikovanou DNA, ke kterym bylo pfidano 6 ul Control Beads XLTF a 500 ul BB2,
promichano a inkubovano 20 minut pii pokojové teploté na rotaCnim stojanu. Mezitim byly
ptipraveny dal$i vrstvy kulicek. Packing Beads byly piipraveny piidanim 1 ml BB2 do
zkumavky s kulickami a 3x promyty 1 ml BB2, mezi kazdym promytim centrifugovano 5
minut pii 9300 RCF. Po tfetim promyti bylo piidano 200 ul BB2, promichano a ponechano na
ledu. Déle byly pfipraveny enzymové a PPiase kulicky, které byly pfipravovany soucasné a za
pouziti magnetického stojanku. Do obou zkumavek byl pfiddn 1 ml BB2, promichany a
umistény na magneticky stojanek, po usazeni pelety byl opatrné odpipetovan supernatant,
tento krok byl opakovan 3x vzdy s 1 ml BB2. Po tietim promyti bylo k enzymovym kulickam
pfidano 400 ul BB2 a k PPiase kulickam 410 pul BB2. Enzymové kuli¢ky byly rozdé€leny na 2
vrstvy, do dvou novych zkumavek bylo napipetovano BB2 a enzymové kuli¢ky, podle

tabulky 4.14. Poté byly kulicky ponechany na ledu.

Tab. 4.14. Rozdéleni enzymovych kuliek na 2 vrstvy.

Reagencie BB2 Enzymové kulicky | Celkovy objem
Enzymov4 pre-vrstva 300 pl 110 pl 410 pl
Enzymova post-vrstva 180 ul 230 ul 410 pul

DNA kuli¢ky byly sundany z rota¢niho stojanu a centrifugovany 10 s pii 9300 RCF,
aby se vytvofila peleta a byl odpipetovan supernatant tak, aby ve zkumavce zbylo asi 50 pl a
bylo pfidano 40 ul polymerdzy, 20 pl kofaktoru polymerazy a 65 pl BB2, promichano a
inkubovano 10 minut pfi pokojové teploté na rotaénim stojanu. Po inkubaci bylo ptidano 175
ul péchovacich kulicek (Packing Beads) a opét inkubovano 5 minut na rotatoru.

V tuto chvili byly pfipraveny vSechny vrstvy k naplnéni pikotitracni desticky a byly
postupné pipetovany. V tab. 4.15 je pofadi a podminky centrifugace jednotlivych vrstev.
Vzdy bylo pipetovano 360 pl a po centrifugaci byla piedchozi vrstva odpipetovana. Pred
napipetovanim byly kuli¢ky jest€¢ promichany, aby byly v pikotitra¢ni desticce rovnomeérné

rozlozeny. Pipetovalo se velmi opatrné€, aby se nevytvoftila bublina.
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Tab. 4.15. Potadi vrstev kuli¢ek v pikotitra¢ni desti¢ce a podminky centrifugace.

Vrstva Typ kuli¢ek Centrifugace
1. Enzymov¢ kulicky - pre 1620 RCF 5 min
2. DNA a péchovaci kulicky 1620 RCF 10 min
3. Enzymov¢é kulicky - post 1620 RCF 10 min
4 PPiase kulicky 1620 RCF 5 min

Byl pfipraven CB puft, pfidanim 1 ml DTT a 44 ml TW substratu do lahve s pufrem a
dikladn¢ promichano. Dale bylo nutné piipravit sekvenator na novy béh. Byla odstranéna
promyvaci kazeta a ldhev s promyvacim pufrem. Misto nich byla umisténa reagencni kazeta a
lahev s CB pufrem. Nakonec byla umisténa do sekvenatoru pikotitracni desticka. Ze
sekvenatoru byla odstranéna stara desti¢ka s tésnénim z piedchoziho béhu a vie ocisténo 50%
etanolem a pot¢ 10% Tween-20. Také byla otfena kamera specidlnimi ubrousky. Po
odstranéni prebyte¢ného pufru bylo rozlozeno zafizeni K naplnéni destiCky a pikotitracni
desticka a nové tésnéni byly vlozeny do sekvenatoru. Béhem téchto krokd byly nékolikrat
ménény jednordzové rukavice, ptesné podle navodu, aby nedoSlo ke kontaminaci. Nakonec
byly v obsluzném pocitaci sekvenatoru nastaveny potiebné parametry, vlozeno identifika¢ni
¢islo desticky, nazev béhu a sekvenace byla spusténa. Vysledky byly stazeny nasledujici den.

Jednou za mésic je nutné provést udrzbu ptistroje pomoci kitu GS Junior Maintenance
Wash Kit. Tento kit obsahuje kazetu s dezinfekénim prostiedkem, ktera je vlozena do piistroje

a spusti se program pro udrzbu.

4.6 Zpracovani vysledki

Nasledujici den po spusténi sekvenatoru bylo zkontrolovano, zda sekvenace probehla
v poradku a byly zkopirovany vysledky. Veskerd ziskand data jsou ulozena na obsluzném
pocitaci sekvenatoru. Zpracovani se skladd z fady automatickych krokd, které slouzi ke
korekci dat. Ziskand ¢teni prochézeji fadou filtri kvality, pficemz ¢teni s nizkou kvalitou jsou
identifikovana a oddé€lena. Do obsluzného pocitace byla nahrana srovndvaci referencni
sekvence a ziskané sekvence byly mapovany proti referenénim sekvencim pomoci softwaru
GS Reference Mapper. Kone¢na vystupni sekvence je ve FASTA formatu. Ziskana data byla
zkopirovana a dale upravovana mimo obsluzny pocita¢ sekvenatoru.

Dale byla sledovana kvalita sekvenci, tedy pocet ¢teni u kazdého pacienta v jednom
sekvenénim béhu. Po kazdém sekvenovani bylo toto vyhodnoceno a v dal§im sekvenovani pti

ptipravé novych vzorkli byl pfipadné upraven pocet pl odebranych pii zpipetovani PCR
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produkti. V piipadé nevyhovujici kvality nebo nizkého poctu ¢teni nékterého amplikonu bylo
provedeno Sangerovo sekvenovani.
Byla vytvofena tabulka v programu Microsoft Excel, do které byly zaneseny znamé

SNP (single nucleotide polymorphism) z databaze UCSC - University of California Santa

Cruz (http://www.genome.ucsc.edu/), byla pouzita verze dbSNP 137 (The Single Nucleotide
Polymorphism Database). Do této tabulky byly kopirovany vysledky ze souboru HCDiffs (ze
sekvenatoru) a u znamych variant k nim byla v tabulce automaticky piifazena funkce.
Neznamé varianty byly dohledany. Pomoci BLAT Search Genome v databazi UCSC bylo
ovéteno, zda je varianta opravdu neznama. Pokud funkce byla nezndmd, byla dohledana

pomoci PROVEAN Human Genome Variants (http://provean.jcvi.org/genome_submit_2.php)

nebo pomoci PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). S pouzitim téchto

programu byla identifikovana funkce zachycené varianty a doplnéna do tabulky. V tabulce

Microsoft Excel byly ziskané varianty dale tfidény podle typu mutace a podle frekvence.
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Celkem bylo osekvenovano 12 geni (CAPZA3, CDC14B, CDC42, CNTROB,
CSNK2A2, GOPC, HOOK1, HRB, OAz3, ODF1, RIMBP3, SPATA16) u 73 pacienti a 7
kontrolnich vzorkii. Divodem nizkého poctu kontrol je, Ze slouzi pouze pro sledovani kvality
sekvenovani. Jinak je kontrolou normalni genom a jeho normadlni variabilita. Cely rozsah
kontrolniho souboru by byl nutny jen u novych podezielych mutaci. Laboratorni zpracovani
vzorkli bylo anonymni, proto vzorky pacientii i kontrol byly oznaCeny kdédem, pacienti
pismenem Y a &islem, kontroly maji pismeno N a &islo. Cisla nemaji zadny specificky
vyznam, byla pfifazovana postupné, jak byly vzorky sbirany. Na UBLG 1. LF a VFN byla
provedena rutinni diagnostika pacientd, tedy stanoveni karyotypu, vylouceni mikrodeleci
chromozomu Y a mutaci v CFTR genu. U genu CFTR byly také vySetfeny T polymorfizmy.
V genu CFTR nebyla nalezena mutace u zadného z pacientd. Pii vySetfeni T polymorfizmt
byly u 55 pacientti nalezeny alely T7/T7, u 10 pacientit T7/T9, u 6 pacientd T5/T7 a varianty
T5/T9 a T9/T9 kazda u jednoho pacienta. Mikrodelece chromozomu Y byla identifikovdna
pouze u jednoho pacienta (Y494) a to v oblasti AZFb. Pii cytogenetickém vySetfeni mélo
normalni karyotyp 46,XY 60 pacienti. Karyotyp 47,XXY, tedy Klinefelteriv syndrom byl
diagnostikovan u 6 pacientd, z toho v jednom piipadé §lo o mozaiku 84,5 % 47,XXY a 15,5
% 46,XY. U 3 pacientl byla inverze na 9. chromozomu - 46,XY,inv(9)(p12g13), u jednoho
pacienta byla nalezena translokace mezi 8. a 22. chromozomem - 46,XY,1(8;22)(g21.2;
g11.1). Nalezy 47,XYY a 45,XY,der(13;14)(g10;910) byly detekovany kazdy v jednom
pripad€. U pacienta Y486 cytogenetické vySetfeni chybi. U vSech sedmi kontrolnich vzork
byl karyotyp 46,XY. Zminéné nalezy jsou uvedeny v tabulce 5.1 pro pacienty a v tabulce 5.2
pro kontroly. V tabulkach je dale uvedena stanovena diagnoza. VSechny kontrolni vzorky
mély normozoospermie. U pacientd byla v 31 piipadech oligoasthenozoospermie, u 20
pacientll azoospermie, dale 12 pacientii s oligoasthenoteratozoospermii. U 3 pacientil byla
nalezena oligozoospermie a také u 3 oligoteratozoospermie. Asthenozoospermie a
kryptozoospermie se vyskytovaly kazdd u jednoho pacienta. U 2 pacienti byla diagnézou
sterilita. Procentudlni rozlozeni diagnéz v souboru pacientil je znazornéno na obr. 5.1.
Z celkového souboru 73 pacientli bylo 12 pacienti po rutinnim genetickém vySetieni
vylouceno a vysledky sekvenace u téchto pacientli nebyly do vysledného souctu zachycenych
novych i zndmych variant zahrnuty. Jedna se o tyto pacienty: Y449, Y455, Y456, Y466,
Y474, Y486, Y494, Y526, Y527, Y534, Y550, Y552 v tabulce 5.1 jsou oznaceni Cerveng.

Diivodem vytazeni je, Ze u téchto dvandcti pacienti byla pii rutinnim genetickém vysetieni
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stanovena pravdépodobné pticina neplodnosti. Proto pfi pfipadném nélezu mutace by nebylo

mozné vyhodnotit, zda je mutace pfi¢inou neplodnosti. Podrobnéji se témto vytazenym

pacientim vénuji v diskuzi.

Tab. 5.1. Vysledky rutinni laboratorni diagnostiky a stanovena diagnéza u 73 pacienti. Cervené oznaceni

pacienti byli ze souboru vyfazeni.

Mutace .
Kod Alely genu Mikrodelece N
pacienta (;EIE Cli/'?R chromozomu Y RETE Diagnéza
Y447 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y448 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y449 negativni T7 | T7 negativni 47,XXY(8)/46,XY(2) oligoasthenozoospermie
Y450 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y451 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y452 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y453 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y454 negativni | T5 | T9 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y455 negativni T7 | T7 negativni 47 XXY azoospermie
Y456 negativni T7 | T7 negativni 46,XY sterilita
Y459 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y461 negativni | T7 | T7 negativni | 46,XY oligoasthenoteratozoo-
spermie
Y463 negativni | T7 | T7 negativni | 46,XY oligoasthenoteratozoo-
spermie
Y464 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y465 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y466 negativni T7 | T7 negativni 47 XXY azoospermie
Y467 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y469 negativni | T7 | T9 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y470 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y472 negativni T7 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y474 negativni T7 | T9 negativni 47 XXY azoospermie
o - oligoasthenoteratozoo-
Y479 negativni T7 | T9 negativni 46,XY g spermie
Y481 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y482 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY asthenozoospermie
Y483 negativni T7 | T7 negativni 47, XYY azoospermie
Y484 negativni T5 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y485 negativni T7 | T7 negativni 46,XY,inv(9)(p12913) kryptozoospermie
Y486 negativni T7 | T9 negativni nebyl vySetien oligoasthenozoospermie
Y487 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
. o oligoasthenoteratozoo-
Y492 negativni T9 | T9 negativni 46,XY g spermie
Y494 negativni | T7 [ T7 delece AZFb 46,XY azoospermie
Y495 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligozoospermie
Y498 negativni T7 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y499 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoteratozoospermie
Y500 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoteratozoospermie
Y501 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y502 negativni | T7 | T7 negativni | 46,XY olig O;S‘Ztﬂgzg‘;gg's‘;/e -
Y503 negativni | T7 | T7 negativni | 46,XY oligoasthenoteratozoo-
spermie
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Y504 negativni | T7 | T7 negativni | 46,XY oligoasthenoteratozoo-
spermie
Y505 negativni T7 | T9 negativni 46,XY,inv(9)(p12913) oligoasthenozoospermie
Y506 negativni | T5 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y507 negativni | T7 | T7 negativni | 46,XY oligoasthenoteratozoo-
spermie
Y508 semE | U7 VY | memm | G0 Ol
spermie
Y509 negativni T5 | T7 negativni 46,XY,inv(9)(p12913) oligoasthenozoospermie
Y510 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y512 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y513 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y514 negativni T7 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y515 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y517 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y518 negativni T7 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y519 negativni T7 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y520 negativni | T7 | T7 negativni | 46,XY oligoasthenoteratozoo-
spermie
Y521 negativni T7 | T7 negativni 46,XY oligozoospermie
Y522 negativni TS5 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y523 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y525 negativni T5 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y526 negativni T7 | T7 negativni 47 XXY azoospermie
Y527 negativni | T7 | T7 negativni ?(151%(;'1%6;(13’14) oligoasthenozoospermie
Y528 negativni | T7 | T9 negativni 46,XY oligoteratozoospermie
ool . oligoasthenoteratozoo-
Y530 negativni T7 | T7 negativni 46,XY g spermie
Y532 negativni TS | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y533 negativni | T7 | T9 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
v534 negativni 7 | 17 negativni 46,XY,t(8;22)(q21.2; ollgoasthenot(_eratozoo-
gll.1) spermie
Y538 negativni T7 | T7 negativni 46,XY azoospermie
Y540 negativni | T7 | T9 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y541 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligozoospermie
Y542 negativni | T7 | T7 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y545 negativni | T7 | T9 negativni 46,XY oligoasthenozoospermie
Y550 negativni T7 T7 negativni 47 XXY azoospermie
Y551 negativni | T7 | T9 negativni 46,XY azoospermie
Y552 negativni T7 | T7 negativni 46,XY sterilita
Y553 negativni | T7 | T7 negativni | 46.XY oligoasthenoteratozoo-
spermie

Tab. 5.2. Karyotyp a diagnoza u 7 kontrolnich vzorku.

kolrftor((l)ly Karyotyp Diagnéza
N24 46,XY normozoospermie
N25 46,XY normozoospermie
N31 46,XY normozoospermie
N50 46,XY normozoospermie
N51 46,XY normozoospermie
N67 46,XY normozoospermie
N68 46,XY normozoospermie
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Obr. 5.1. Rozlozeni stanovenych diagnoz v souboru 73 pacientu.

RozloZeni stanovenych diagnoz v souboru pacienti v %

m asthenozoospermie

m kryptozoospermie

m sterilita

m oligozoospermie

m oligoteratozoospermie

m oligoasthenoteratozoospermie
= azoospermie

= oligoasthenozoospermie

Z celkového poctu 73 pacientil po vytrazeni 12 pacientd zbylo 61 pacientt, u kterych

byly vyhodnoceny a secteny nalezené sekvencni varianty. Zachycené varianty byly rozdéleny

na nové a znamé. Celkem bylo nalezeno 14 novych variant u geni CNTROB (2 variant),

RIMBP3 (12 variant) a 63 znamych variant. U genu RIMBP3 nékteré varianty pravdépodobné

nepiedstavuji skutecnou variantu, ale rozdil mezi jednotlivymi kopiemi RIMBP3 genu, jelikoz

tento gen je v genomu triplikovan. Pichled nalezenych sekvencnich variant je uveden

V tabulce 5.3 a rozloZeni variant mezi jednotlivé geny je graficky znazornéno na obr. 5.2.

Tab. 5.3. Prehled nalezenych sekvencnich variant u 61 neplodnych pacientti.

Gen Nova varianta Znama varianta
CAPZA3 0 3
CDC14B 0 3
CDC42 0 0
CNTROB 2 6
CSNK2A2 0 0
GOPC 0 3
HOOK1 0 0
HRB 0 7
OAZ3 0 1
ODF1 0 3
RIMBP3 12 33
SPATAI16 0 4
Celkem 14 63
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Obr. 5.2. Rozlozeni zachycenych znamych a novych variant v kandidatnich genech u neplodnych muzi.

Rozlozeni znamych a novych variant
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Nalezené znamé varianty byly tfidény podle typu mutace na missense a synonymni a
také na intronové, 5’"UTR a 3"'UTR (UTR - untranslated region). U 61 neplodnych muzi bylo
nalezeno 35 substitu¢nich bodovych mutaci (missense), 18 synonymnich mutaci, 6
intronovych a po 2 variantach v 5’"UTR a 3'UTR oblasti. Rozlozeni zndmych variant mezi 12

kandidatnich genti je uvedeno v tabulce 5.4.

Tab. 5.4. Rozlozeni nalezenych znamych variant u neplodnych pacientt

RozloZeni znamych variant
Gen missense | synonymni | intronova 5'UTR 3'UTR
CAPZA3 3 0 0 0 0
CDC14B 0 0 2 0 1
CDC42 0 0 0 0 0
CNTROB 4 2 0 0 0
CSNK2A2 0 0 0 0 0
GOPC 0 2 0 1 0
HOOK1 0 0 0 0 0
HRB 2 3 2 0 0
OAZ3 0 1 0 0 0
ODF1 1 2 0 0 0
RIMBP3™ 23 8 0 1 1
SPATAL6 2 0 2 0 0
Celkem 35 18 6 2 2

*Tyto geny nemaji introny. **N¢&které varianty pravdépodobné nepfedstavuji skute¢nou variantu, ale rozdil mezi

jednotlivymi kopiemi RIMBP3 genu.
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Nové zachycené varianty u genit CNTROB a RIMBP3 jsou uvedeny v tabulce 5.5. U
genu CNTROB byly identifikovany 2 nové varianty, jedna missense a jedna synonymni. U
genu RIMBP3 bylo zachyceno 12 novych variant. Z toho 7x missense, 3x synonymni mutace,

1x inzerce dvou aminokyselin a 1x inzerce rusici ¢teci ramec.

Tab. 5.5. Zachycené nové varianty u gentt CNTROB a RIMBP3 u neplodnych muzt.

Nalezené nové varianty
Gen Funkce Pozice mutace Pozice AMK Nale;enoou
pacientu
CNTROB | missense €.2156C>T p.Argd13Trp | Y479°
synonymni | €.3379G>A p.Gly820Gly | Y512
RIMBP3 | inzerce, . Y469°, Y450°,
Fusi rémec €.2444-2445insCC | p.Ser653fs Y465°, Y510
inzerce 2 . . Y4692’ Y4502’
) .| €.3651insCAGGTG | p.insGInVal Y5287, Y521,
aminokyselin b
Y518
synonymni €.5360G>T p.Leul625Leu | Y469
synonymni €.2456C>G p.Ala657Ala | Y515
synonymni | ¢.3773C>T p.Arg1096Arg | Y463
missense €.5367G>A p.Alal628Thr | Y472°
missense .2097C>T p.Arg538Cys | Y509°, Y542°
missense c.1771G>A p.Argd29GIn | Y482°, Y459°
missense €.3082A>G p.Tyr866Cys | Y482
missense c.1642T>C p.Val386Ala | Y520°
missense .4303G>A p.Ser1273Asn | Y454°
missense €.2622C>A p.Pro713Thr | Y459°

a—homozygot, b - heterozygot

Zachycené nové varianty nejdou patogenni, vSechny se vyskytuji u pacientl
V heterozygotni formé, kdy ztratova alela je GpIné recesivni. Ze 14 nalezenych novych variant
jsou 4 varianty synonymni (2 u genu CNTROB a 2 u genu RIMBP), jde tedy o tichou mutaci,
kterd neméni aminokyselinu a neni patogenni. Déle bylo zachyceno 8 variant missense
mutace. Tato mutace vede ke zmén¢ aminokyseliny a miize byt patogenni. U téchto
zachycenych variant byla ovéfena jejich patogenita. Pomoci programii PROVEAN Human
Genome Variants (http:/provean.jcvi.org/genome_submit 2.php) nebo pomoci PolyPhen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) bylo zjisténo, zda je zachycena varianta Skodliva. U

7zadné z osmi missense mutaci to nebylo prokazano. U genu RIMBP3 byly nalezeny
dv¢ inzerce. V1. ptipadé $lo o inzerci dvou nukleotidit CC a v 2. ptipadé doslo k inzerci Sesti
nukleotich CAGGTG, ktera vede k inzerci dvou aminokyselin — glutaminu a valinu. Opét

byla ovéfena patogenita varianty a nebyla prokazana.

o1
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Ve vySetieném souboru neplodnych muzi s poruchou spermatogeneze nebyla
zachycena zadna patogenni mutace prokazatelné zpusobujici neplodnost. VSechny nalezené
varianty byly shledany za nepatogenni a nepodafilo se prokazat, Ze by mutace ve vybranych
kandidatnich genech (CAPZAS3, CDC14B, CDC42, CNTROB, CSNK2A2, GOPC, HOOK1,
HRB, OAZ3, ODF1, RIMBP3, SPATA16) vedla k naruseni spermatogeneze a byla tedy

pfi¢inou neplodnosti muZza.
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6 Diskuze

Cilem diplomové prace byla sekvencni analyza dvanacti kandidatnich geni
potenciondlné¢ zodpovédnych za neplodnost muzii u pacientli s poruchou spermatogeneze.
Prace mé tedy charakter muta¢niho screeningu, ktery ma za kol vyhledat mutace zodpovédné
za monogenn¢ podminénou neplodnost. Studii tohoto typu byla ve svété provedena cela fada,
vzdy s mens$im ¢i vétsim tspéchem odhaleni mutaci. Kunz et al. testovali u 214 pacientt
S azoospermii a oligozoospermii pfitomnost mutaci v genu NANOS3. Jde o gen, ktery je
zodpovédny za muzskou neplodnost, vSichni testovani pacienti méli normalni karyotyp
46,XY a neméli mutaci v AZF oblasti. Vysledky srovnavali s kontrolni skupinou, ktera byla
tvofena normaln¢ plodnymi muzi. Identifikovali Sest typt variant, ale pouze jedna varianta
(delece jednoho nukleotidu g.655delG) u pacienta s azoospermii nebyla piitomna také
Vv kontrolni skupingé. Nebylo vSak prokdzano, ze tato mutace vede k muzské neplodnosti (Kusz
et al. 2009). Dalsim piikladem je studie Sua et al., kteti provedli mutacni screening genu
TSSK6 na souboru 519 pacientil s azoospermii nebo tézkou oligozoospermii a 359 kontrol
s normozoospermii. Byl identifikovan jeden polymorfizmus, jehoz frekvence vyznamné
vzrostla ve skupiné neplodnych muzt ve srovnani s kontrolami, vysledkem tedy bylo ur¢eni
alely, ktera mize byt rizikovym faktorem pro muzskou neplodnost (Su et al. 2010). Zhang et
al. provedli studii zaméfenou na gen FKBP6 a zkoumali souvislost genu s poruchou
spermatogeneze u cClovéka. Na souboru 323 pacientdl s azoospermii nebo téZkou
oligozoospermii a 205 kontrol byly identifikovany 4 nové a jedna zndma varianta, které jsou
potencidln¢ patogenni. Bylo zjiSténo, ze studovany gen se muze uplatiiovat pii porusSeni
spermatogeneze u Clovéka (Zhang et al. 2007). V nékterych piipadech se mutace ve
vybranych genech odhalit nepodafi. Zhoucun et al. provedli screening mutaci genu pro cyklin
Al, ktery se uplatiuje pii meioze. Cilem bylo ovéfit, zda mutace genu nemaji vliv na poruchu
spermatogeneze u cloveéka. Bylo testovano 347 neplodnych pacientli s azoospermii nebo
oligozoospermii a 210 kontrol. Byly identifikovany ¢tyfi bodové mutace, ale zadny vztah
s poruchou spermatogeneze nebyl prokazan, coz naznacuje, ze mutace v genu pro cyklin Al
nejsou obvyklou genetickou pfi¢inou zodpovédnou za poruchu spermatogeneze u Cloveka.
(Zhoucun et al. 2009). Zminéné studie jsou velmi podobné jako v nasem piipadé. Zamétuji se
sice na jiné geny, ale jde také o geny, jejichZ mutace zplsobuji poruchu spermatogeneze u
zvitecich modelli a predpoklada se podobny efekt téchto genti i u ¢loveka. Studie vypovidaji o

tom, Ze i kdyz je vySetfen podstatné vEtsi soubor pacientli, nemusi byt mutace nutné odhalena.
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Vyhodou nasi studie je stanoveni sekvenci vice genil najednou, coz zvysSuje pravdépodobnost,
ze zachytime patogenni mutace, pokud by mély ve sledované populaci neplodnych muzi
frekvenci alespont v fadu procent. Pfesto VvV naSem souboru nebyla prokazana patogenni
mutace, kterd by byla pfi¢inou neplodnosti. Jednim z divoda je pravdépodobné velikost
testovan¢ho souboru. Je mozné usuzovat, ze pii vySetfeni vétSsiho souboru pacientl a pfi
testovani vétStho panelu kandidatnich genli by byla vétsi pravdépodobnost zachyceni
patogennich mutaci. Je ziejmé, i vzhledem k pokroku v metodach sekvenace DNA, Ze
podobné studie se musi v budoucnosti zaméfit nejen na shromazdéni dostatecného mnozstvi

pacienti, ale i na stanoveni sekvence vétstho mnozstvi (spise stovek nez desitek) gent.

Na zaklad¢ rutinniho laboratorniho vysetfeni jsme 12 pacientd vyradili a vysledky
sekvenovani u téchto pacientl nebyly do celkového ptehledu zachycenych novych a znamych
variant zafazeny. O které pacienty se jedna, je uvedeno V kapitole Vysledky. Tito pacienti byli
vyfazeni, protoze na zéklad€ rutinniho genetického vySetteni byla stanovena pravdépodobna
pfi¢ina neplodnosti, ddle u jednoho pacienta (Y486) byl diivodem vytazeni dosud nevySetieny
karyotyp a u dvou pacientl (Y456, Y552) diagnoza sterilita. Pfi pfipadném nalezu mutace u
téchto pacientl by nebylo mozné vyhodnotit, zda by mutace mohla byt samostatnou pti¢inou
neplodnosti, i kdyby nebyla zaroven pfitomna jind znama pfi¢ina. U Sesti pacientu byl
duvodem vytazeni karyotyp 47,XXY. Jde o pacienty s Klinefelterovym syndromem (viz kap.
2.2.1). Vyskyt tohoto syndromu je pomérné Casty, asi 1:1 000 narozenych chlapct. Téméi 100
% muzi stimto karyotypem ma azoospermii zplsobenou praveé aneuploidii pohlavniho
chromozomu. U jednoho pacienta nebyl vysetfen karyotyp, proto byl ze souboru vytazen.
Nelze u ngj vyloucit pfitomnost patologického nalezu v karyotypu, ktery by objasnil pticinu
neplodnosti. U dvou pacienti byla diagnostikovéna sterilita. Nemohli byt do souboru
zatazeni, protoze u nich nebyla prokazana porucha spermatogeneze. U dalsich dvou pacientt
byl divodem vyfazeni karyotyp 45,XY,der(13;14)(q10;q10) a 46,XY,t(8;22)(g21.2;q11.1). U
téchto karyotypt nenti jisté, zda vedou k poruSeni spermatogeneze, jsou vSak natolik zavazné,
ze vliv na plodnost nelze vyloucit. Z toho divodu byli ze souboru vyfazeni. U jednoho
pacienta byla nalezena mikrodelece oblasti AZFb na chromozomu Y, ktera vede k naruseni

spermatogeneze a proto byl pacient vyfazen.

V souboru pacientil se kromé normalniho karyotypu 46,XY vyskytly jesté dva dalsi
nalezy, které ale nebyly diivodem pro vyfazeni. U jednoho z pacientil byl stanoven karyotyp
47,XYY, coz je syndrom supermale. Pacient ze souboru vyfazen nebyl, protoze u pacienti

s timto syndromem je plodnost zachovéana, miize byt vSak velmi variabilni, vyskytuji se
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nalezy od normozoospermie az po témer azoospermii. U potomkl muzl s timto syndromem
nebyla zaznamendna zvysena incidence chromozoméalnich abnormalit v porovnani s béznou
populaci (Mardesic et al. 2013). U tii pacientl byla pii vySetieni karyotypu nalezena inverze
na 9. chromozomu - 46,XY,inv(9)(p12g13). Pacienti nebyli ze souboru vyfazeni, protoze
inverze na 9. chromozomu zahrnuje pouze heterochromatinovou oblast. VIiv této piestavby
na plodnost nebyl prokdzan, je vSak diskutabilni a je pfedmétem studii. Tato inverze je
nejcast¢j$Sim typem chromozomové piestavby v normalni populaci, pfedstavuje az 1,5 % a u

paru s poruchou plodnosti se vyskytuje ve zvySené mite, az 2,5-3 % (MardeSic et al. 2013).

Tato diplomové préce je soucasti vétsiho projektu, konkrétné pétiletého grantu, jehoz
hlavnim feSitelem je mdj Skolitel doc. MUDr. FrantiSek Liska, Ph.D. (grant Ministerstva
zdravotnictvi CR ¢. NT/12269-5). Zminény grant je vysledkem spoluprace UBLG 1. LF a
VFN a Centra asistované reprodukce VFN, které poskytuje vzorky pacienti. Celkova velikost
souboru nyni ¢ini 146 neplodnych pacienti a cca 100 kontrolnich vzorki, v soucasné dobé je
osekvenovano 94 pacientli a 13 kontrol (z toho 73 pacientt a 7 kontrol jsou mnou pfipravené
vyzkum zaméfen na gen Cntrob kodujici protein centrobin, ktery se podili na spravném
vyvoji spermie. Na modelu potkana s mutaci hd byl popsan novy model selhani
spermiogeneze. Vysledkem mutace centrobinu je oligozoospermie, abnormalni tvar hlavicky
spermie a odd¢€leni hlavicky od bic¢iku (Liska et al. 2009). V navaznosti na tuto praci byl gen
CNTROB také zafazen mezi 12 kandidatnich gent. Neplodnost muzt s poruchou
spermiogeneze bude i do budoucna pfedmétem dalsiho vyzkumu na tomto pracovisti. Uvazuje
se o rozSifeni souboru pacientdi s poruchou spermiogeneze a také rozSifeni skupiny
kandidatnich genli pro neplodnost. Soucasti nové studie by mohlo byt testovani fadove stovek
kandidatnich genti. V souvislosti s rozsifenim testovanych geni bude vhodné piejit na jinou
platformu sekvenovani nové generace. Platforma GS Junior pouZzivana nyni ma totiz n€kolik
limitujicich faktorti. Jednim z nich je pracnost metody, vlastni pfiprava vzorki (nebulizace,
pfiprava knihovny, emPCR a nasazeni vzorkli do sekvendtoru) na sekvenovani trvd 4 dny.
Dale vysoka cena reagencii a moznost sekvenovat najednou pomérné¢ omezeny pocet vzorku.
Cilem rozSifeni studie by bylo zvysit pravdépodobnost zachytu kauzalnich mutaci
zpusobujicich neplodnost a rozsitfit znalosti o etiologii muzské neplodnosti. Vzhledem
k velkému mnozstvi genu ovliviiujicich plodnost a celkové slozitosti reproduk¢éniho systému

bude jesté néjakou dobu trvat, nez bude mozné diagnostikovat a 1€c¢it vSechny piipady

55



Diplomova prace 6 Diskuze

neplodnosti a jist¢ vtom svoji roli sehraje i rozvoj diagnostickych technologii a nové

moznosti analyzy ziskanych dat.
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7 Souhrn

Predkladana diplomova prace se snazi pomoci mutacniho screeningu odhalit relativné
vzacné patogenni mutace zodpovédné za monogenné podminénou neplodnost u muza
S poruchou spermiogeneze. Vzorky cDNA a genomické DNA z periferni krve byly
amplifikovany pomoci PCR. Byly pfipraveny PCR produkty u téchto dvanacti gena:
CAPZA3, CDC14B, CDC42, CNTROB, CSNK2A2, GOPC, HOOK1, HRB, OAZ3, ODF1,
RIMBP3, SPATA16. Pomoci metody sekvenovani nové generace na platformé GS Junior bylo
sekvenovano 12 kandidatnich gentli, jejichz mutace zplsobuji poruchu spermiogeneze
S naslednou neplodnosti u zvifecich modeld. Celkem bylo osekvenovdno 73 pacientl
s poruchou spermiogeneze a 7 kontrolnich vzorkli s normozoospermie. Vysledky sekvenovani
byly porovnany s klinickymi daty pacientd, kterd zahrnuji vySetfeni mutace v CFTR genu
vcetné vySetteni T polymorfizmu u genu CFTR, dale stanoveni mikrodeleci chromozomu Y
Vv oblasti AZF a vySetieni karyotypu. Soucasti rutinni diagnostiky byl také spermiogram, kde
byla nejcastéji nalezena oligoasthenozoospermie a azoospermie. Ve vySetfeném souboru
pacientli nabyla prokézana kauzalni mutace pro neplodnost. Pro zvySeni pravdépodobnosti
zachytu mutace by bylo tieba rozsifit pocet testovanych pacientli a v idedlnim ptipad¢ testovat
vice kandidatnich genli. Nalezeni kauzédlnich mutaci a objasnéni genetické etiologie
neplodnosti by vedlo k ovéfeni ulohy dané¢ho genu u c¢lovéka a ke zlepSeni diagnostiky a

genetického poradenstvi u neplodnych pari.
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