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Abstrakt:

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO, 2014), 15% part v reprodukénim
veku trpi neplodnosti, z toho vice nez 60% ptipadi je zplisobeno muzskou neplodnosti.
Tento stav mize byt zapfi¢inén genetickym pozadim jedince, podminkami zivotniho
prostiedi nebo naptiklad riznymi chorobami, zahrnujici i diabetes mellitus (DM). Cilem
této studie bylo proto uréit vliv DM na reprodukéni parametry a expresi vybranych
testikularnich genti na mySim modelu (FVB mysi kmen).

Ke studiu byl vybran FVB inbredni mys$i kmen, u kterého byl DM (typ 1) uméle
navozen latkou streptozotocin, ktera zpusobuje destrukci bun€k [ slinivky
bfis$ni. Po 6 tydnech v diabetické prostiedi byli dospéli samci usmrceni a podrobeni
analyze.

Nase vysledky ukézaly, Ze diabetick¢ prostiedi mélo vliv na véhu téla
a reproduk¢nich organt stejné tak jako na ledviny a jatra. Déle byla pozorovana snizena
koncentrace a viabilita u diabetickych spermii porovnavanych s kontrolnimi. Stejné tak
zvySené znaceni apototického markeru annexinu V bylo zaznamenano u ovlivnéné
skupiny. Déale byly porovnavany zmény u jadernych proteini spermii — protaminii.
U diabetickych zvitat byl sledovan vyssi pocCet spermii s nedostate¢nou protaminaci.
Nicméné, pomér mezi protaminem 1 a protaminem 2 (P1/P2) nebyl pozménén
u diabetickych samcii porovnavanych s kontrolnimi. V piipadé testikularni tkané byla
pozorovana zhorSend morfologie semenotvornych kandlki a zvySeny pocet
apoptotickych bunc€k v testes u diabetickych mysSi. Navic byla zménéna exprese
nékterych testikularnich gent dilezitych pro spravnou funkci spermatocytt a spermatid.

Nase poznatky naznacuji, ze DM muze mit vliv na kvalitu spermii. To by mohlo
mit spojitost s poskozenim semenotvornych kanalki a zvySenym poctem apoptotickych
bunék v testes. Metabolicka choroba také zpusobila zménu exprese gend, které maji
klicovou roli béhem meiotické faze spermatogeneze (Sycpl a Sycp3) a genu dulezitych
béhem spermiogeneze (Tnpl, Tnpl, Prml a Prm2). Zménény profil genové exprese

muze také souviset se zhorSenou kvalitou spermii u diabetickych zvifat.

Klicova slova: diabetes mellitus (DM), streptozotocin, reproduk¢ni parametry, samci

plodnost, spermie, genova exprese



Abstract:

According to the World Health Organization (WHO), 15% of couples
in reproductive age suffer from infertility problems, and up to 60% of cases are caused
by male factor. Causes of this condition could be genetic background, environmental
factors and various diseases, including diabetes mellitus (DM). The aim of this study
was to investigate the effects of DM on reproductive parameters and expression of
selected testicular genes using mouse model (FVB inbred mouse strain).

DM (type 1) was artificially induced by chemical substance streptozotocin, which
causes destruction of pancreatic 3 cells. These mice were exposed to diabetic condition
for 6 weeks and then subjected to analysis.

Our results have shown that diabetic condition had an impact on body weight,
weight of reproductive organs as well as kidneys and livers. We also observed
decreased concentration and viability of diabetic sperm compared to control. Moreover,
we noticed increased staining with apoptotic marker annexin V. Further, we evaluated
changes of sperm nuclear proteins - protamines. In diabetic animals, we observed higher
number of sperm with insufficient protamination. Nevertheless,
protamine 1 to protamine 2 ratio (P1/P2), a marker of male fertility, was not altered in
sperm of diabetic animals compared to control. Regarding the testicular tissue, we
observed impaired morphology of seminiferous tubules and increased number of
apoptotic cells in testes of diabetic animals. We also analysed expression of several
important testicular genes where we showed changes in expression of genes responsible
for proper function of spermatocytes and spermatids.

Our findings indicate that DM affects sperm quality in terms of alterations in the
morphology of testicular tissue. The metabolic disorders also caused changes in the
expression of genes important during meiotic phase of spermatogenesis (Sycpl
and Sycp3) and genes important during spermiogenesis (Tnpl, Tnpl, Prml and Prm2).
Changes in gene expression could further contribute to impaired sperm quality

of diabetic animals.

Key words : diabetes mellitus (DM), streptozotocin, reproductive parameters,

male fertility, sperm, gene expression
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1. Uvod:

1.1 Fyziologie reprodukce

Jednim z kliCovych dé&ju existence zivocichl je rozmnozovani. Splyvanim samcich
a samicich pohlavnich bunck-gamet vznika diploidni zygota. Jejim ryhovanim a
postupnou migraci a diferenciaci bunék vznika budouci embryo. Tento proces je velice
specificky regulovany a jakykoliv faktor, ktery by ménil podminky oplozeni a
zamezoval by spravnému vyvoji embrya, by mél fatalni nasledky pro vznik nového
organismu.

Velice dulezit¢ pro vznik zivotaschopného embrya neni pouze samotny akt
oplozeni, ale i ptedchazejici udalosti, jako je vznik a vyvoj gamet.

Sami¢i pohlavni buiky se tvoii ve vajeCnicich — ovarii ze zarode¢nych bunék
oogonii. Podstupuji n€kolik po sobé jdoucich buné¢nych déleni zahrnujicich mitdzu,
pii které vznikaji oocyty L. fadu. Ty nasledné vstupuji do meidzy (proces, kdy dochazi
k redukci po¢tu chromozomi na polovinu), kde v profazi prvniho meiotického déleni
setrvavaji a ¢ekaji na aktivaci vajicka pomoci pohlavnich hormont stimulujicich vyvoj
folikuld. Touto hormonalni aktivaci je dokonceno prvni meiotické déleni a vznikaji dvé
buniky. Jedna se oocyt II. fadu a poélovou burnku. Kone¢nou fazi vyvoje zralého vajicka
je druhé meiotické déleni, iniciovano po ovulaci a dokonceno az po proniknuti spermie
do vajicka, kdy z oocytu II. fadu vznika vajicko a druhé polové télisko (Gilbert, 2000).

Samci pohlavni buniky vznikaji v testes ze zarode¢nych bunék spermatogonii, které
prochazi mitotickym a nasledné meiotickym redukénim délenim. V piipadé samcich
pohlavnich bunék si schopnost oplodnit vajicko spermie ziskava v nékolika fazich
svého vyvoje. Spermie prochazi 4-mi fazemi spermatogeneze, nasledné dochazi
K epididymalni maturaci a v sami¢im reprodukénim traktu pak dochazi ke kapacitaci
a akrozomalni reakci. Jednotlivé faze vyvoje spermie budou podrobnéji vysvétleny

Vv nésledujicich kapitolach.

1.1.1 Spermatogeneze

vvvvvv

Je klicovy pro produkci zralé funkéni spermie a naruseni spravného prubéhu

spermatogeneze muze vést az k sam¢i neplodnosti.
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Sam¢i pohlavni bunka - spermie je konecny produkt redukéniho
déleni - spermatogeneze. Vyvoj spermie probiha postupné ptres mitotickou, meiotickou
a postmeiotickou fazi v semenotvornych kanalcich varlat - testes.

Primordialni zarode¢né bunky se nachdzi v semenotvornych kandlcich a jsou
obklopeny podpurnymi Sertoliho bunkami. Mezibunéény prostor mezi jednotlivymi
semenotvornymi kanalky je vyplnén Leydigovymi a myoidnimi bunikami. Vsechny tyto
buniky se podili na vytvofeni podminek nezbytnych pro spravny pritb¢h spermatogeneze
(Gilbert, 2000).

Pocatetnim krokem spermatogeneze je mitotické déleni primordialnich
zarode¢nych bunék na spermatogonie typu Al. Jedna se o kmenové buiiky, které davaji
vzniknout jednak dal§imu typu spermatogonii - typu A2, ale také z nich vznikaji dalsi
spermatogonie Al. Tim je zachovan jejich nediferencovany pocateéni stav a mohou
se tak neustale obnovovat. Spermatogonie typu A2 se diferencuji na spermatogonie typu
A3. Z tohoto typu spermatogonii vznikaji spermatogonie typu A4. Je mozné,
ze kazdy ze ¢ty typl spermatogonii ma vlastnosti kmenovych bunék, neboli schopnost
sebeobnovy. Spermatogonie typu A4 ma 3 moznosti své dal$i cesty: a) mize dat
vzniknout dalSim spermatogoniim typu A4 (sebeobnova), b) mize podstoupit proces
bunééné smrti (apoptdza), C) nebo se mize diferencovat do tzv. prechodnych
spermatogonii. Z tohoto typu bun€k vznikaji spermatogonie typu B. Tyto bunky jsou
prekurzory spermatocytll 1. fadu a jsou poslednimi buiikami podstupujici mitotické
déleni. Spermatocyty I. fadu neboli primarni spermatocyty se dale déli meioticky.
Primarni spermatocyty vstupuji do prvniho meiotického dé€leni a vznikd z nich par
sekundédrnich spermatocyti. Sekundarni spermatocyty nasledné vstupuji do druhého
meiotického déleni a vznikaji tak haploidni bufiky nazyvané spermatidy. Pfi meidze
buniky prodélavaji dvé sady déleni, finalni dcetfiné buniky obsahuji pouze polovinu
pivodniho poétu chromozoémi (Gilbert, 2000).

Nov¢ vznikajici buiiky zistavaji béhem spermatogeneze spojeny mezibunéénymi
cytoplazmatickymi mustky, zajiStujicisynchronizaci vyvoje a vyménu produkti genti
mezi bunkami. Vzniklé kulaté spermatidy néasledn¢€ prodélavaji sérii morfologickych
zmén (spermiogeneze) pi1 kterych ziskavaji charakteristicky tvar a dochazi k vyvoji
specializovanych organl spermie (viz niZe).

Postupné vyvijejici se spermie postupuje od periferni ¢asti semenotvorného

kanalku az do stfedu kanalku (lumen). V lumen kanalku se jiz nachazi funcné
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a morfologicky vyvinutd spermie, ktera bude podstupovat dalsi procesy, pfi kterych
ziska schopnost oplodnit vajicko (Obr. 1).

U mysi, cely vyvojovy proces od spermatogonidlnich kmenovych bunék
po vznik testikularni zral¢ spermie trva ptiblizné 35 dni (v zavislosti na konkrétnim
kmenu). Mitoticka faze trva ~11 dni, meidza trva ~10 dni, a spermiogeneze probiha
dalsich ~13.5 dne. U lidi, vyvoj spermii trva téméf dvakrat tak dlouho (Gilbert, 2000).

Type B Type A,
spermatogonium spermatogonium
Sertoli cell

_Vas
| deferens

Epididymis

Type A,
spermatogonium

Primary
spermatocyte

Y (=2
Cross section of

Seminiferous seminiferous tubule

tubule Secondary
spermatocyte
Residual

body
Spermatids

Lumen of tubule

2 Sperm

Obr. 1 — Schematické znazornéni vyvoje spermie v semenotvornych kanalcich
(Gilbert, 2000)

Saveéi spermatogeneze je vysoce koordinovany proces, a v prubéhu vSech fazi
vyvoje zarodecné bunky komunikuji se Sertoliho bunkami prostfednictvim
specializovanych buné¢nych spojeni (Lui and Cheng, 2012). V dospélosti, Sertoliho
bunky podporuji tvorbu spermii skrze zasobeni spemii dtlezitymi latkami a Zivinami.
Sertoliho buriky hraji také dtlezitou roli pii tvorbé varlat, jak u vyvijejiciho se embrya,
tak 1 po jeho narozeni (Sharpe et al., 2011). V puberté maji Sertoliho buniky na starosti
diferenciaci zarode¢nych bunék a také tvoii tzv. ,,blood—testis* bariéru, ktera fyzicky
oddéluje cévy a vyvyjejici se zarode¢né bunky. Epitel semenotvorného kanalku je tak
rozdélen na apikalni a basalni ¢ast (Lui a Cheng, 2012). Zrani Sertoliho bun¢k je fizeno

hormony; zejména folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a hormony stitné Zzlazy.
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Hormony stitné zlazy inhibuji proliferaci Sertoliho bunék a stimuluji jejich funkéni
zrani, oproti tomu FSH ma funkci jako pro-proliferacni faktor téchto bunék (Sharpe et
al.,, 2011). Pocet Sertoliho bun¢k urCuje pocet zarode¢nych bunék, které mohou
vzniknout v pritbé¢hu spermatogeneze.

Spermatogeneze a plodnost savcl jsou zavislé na pritomnosti nejen FSH
a hormont §titné zlazy, ale i hormonu testosteronu. Nepfitomnost testosteronu nebo
nepiitomnost androgenniho receptoru zpusobuje preruSeni procesu spermatogeneze
a dochazi tak k naruseni spravného vyvoje spermie v testes. Produkce testosteronu
je zajisténa Leydigovymi buiikami. Testosteron mtize pomoci regulace genové exprese
ptimo vyvolat déleni zarode¢nych bunck Vv testes (klasicka cesta) nebo aktivuje kinazy,
které zprosttedkuji dalsi procesy dulezité za spravny prub¢h spermatogeneze (Walker,
2011).

1.1.2 Spermiogeneze

Po vytvofeni haploidnich pohlavnich bunék spermatid nasleduje proces
spermiogeneze, ve kterém dochazi k formovani kone¢ného tvaru spermie a ztzv.
kulatych spermatid vznikaji pohybu schopné spermie. V této fazi vyvoje spermie
dochazi ke kondenzaci jadra, utvareni biciku a akrozomadlnich struktur a v neposledni
fad¢ ztraté¢ velkého mnozstvi cytoplasmy. B&éhem tohoto procesu spousta organel
spermie, jako je naptiklad jadro, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat,
mitochondrie nebo centriola podstupuji strukturalni a funkéni zmény, které jsou dulezité
pro spravnou funkci spermie (de Kretser et al., 1998).

Jednim z prvotnich krokll spermiogeneze je utvareni akrozomalniho vacku
Z Golgiho aparatu. Akrosom je specialni struktura nachazejici se v hlavi¢ce spermie.
Ptestoze se druhové velikost a tvar akrosomu 1i8i, zdkladni stavba je u savci stejna.
Je tvofen vnitini a vnéjsi akrozomalni membranou, které chrani obsah akrosomu, ktery
obsahuje specifické lytické enzymy dilezité pro fuzi spermie s vajickem (Yanagimachi,
1994).

Zda se, ze akrosom je funkéné podobny lysozomu. Tato specializovana struktura
obsahuje naptiklad proteazy (akrosin), glykosidazy (B-galaktosidaza, hyarulonidaza),
fosfolipazy a dal$i. Né&které z nich maji funkci v interakci spermie s vajiCkem
(napt. akrosin a glyceraldehyd-3-fosfat-dehydogenaza spermii), (Peknicova et al., 2001,
Margaryan et al., 2015).
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DalSim krokem je formovani struktur bi¢iku spermie. Budouci axonema vyrtsta
z jedné centrioly smérem do lumen semenotvorného kanalkl. V pribéhu tvorby bic¢iku
dochazi k zarovnani mitochondrii podél prodluzujiciho se bi¢ikt v oblasti ,,midpiece*
spermie (Abou-Haila, 2000).

Posledni fazi spermiogeneze je kondenzace jadra spermie za ucelem stabilizace
a ochrany paternalniho genomu, ktery se musi dopravit k vaji¢ku neporuseny. Tento
krok zahrnuje rozvolnéni nukleosomovych struktur, nahrazeni histon transi¢nimi

proteiny (TNPs) a ve finalni fazi pak protaminy.

1.1.3 Jaderné proteiny protaminy
Protaminy jsou hlavni jaderné proteiny Vv hlavicce spermie. Jedna

se 0 nizkomolekularni proteiny s vysokym obsahem kladné nabitych aminokyselin,
zejména argininu (u lidskych protamint az 48%). Diky této vlastnosti jsou velmi
silnymi elektrostatickymi silami vazany na zdporné nabitou DNA. To umoziuje velkou
kondenzaci sam¢i DNA a paterndlni genom je tak diky kompaktnosti ochranén
pii putovani spermie sami¢im reprodukénim traktem, a nasledné pii oplozeni a splyvani
gamet (Oliva and Dixon, 1991; Oliva, 1995; Queralt et al., 1995; Lewis et al., 2003).

Protaminy a DNA ze spermie byly poprvé izolovany a objeveny pied vice
jak stoletim Friedrichem Miescherem (Miescher, 1874; Dixon and Smith, 1968; Dahm,
2005).
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Obr. 2 — Transkripce protaminovych gent (Oliva, 2006)

U savcil jsou znamy dva druhy protaminti, které jsou exprimovany pfiblizné
ve stejné mife. Jedna se o protamin 1 (P1) a rodina protaminu 2 (P2). Protamin 1
je ptitomen u vSech studovanych druhti obratlovci (Oliva and Dixon, 1991; Chauviére
et al., 1992; Yoshii et al., 2005) a je kodovan jednou kopii genu na 16 chromozomu.
Rodina protamini 2 se vyskytuje pouze u nékterych savcl, a to u ¢lovéka a mysi,
zahrnuje protamin 2, protamin 3 a protamin 4 (Oliva and Dixon,1991;
Yoshii et al., 2005). Rodina P2 je taktéZ tvofena jednou kopii genu na chromozomu
16, ale po prepisu vznikd prekurzorovy transkript, ktery je dalS§imi procesy upraven
na funkéni proteiny P2, P3 a P4 (Obr. 2). Je znamo, Ze nejhojnéjsim zastupcem rodiny
P2 je protamin 2. Diky tomuto faktu se védecké studie zamétuji pravé na protamin 2
(Oliva a Dixon, 1991).

Kromé¢ toho, Ze jsou protaminy siln¢ bazické, a tim vznikd vysoce kondenzovany
komplex s genomickou paterndlni DNA, maji protaminy zainkorporovany
ve své sekvenci cysteiny. Cysteinové zbytky protamini tvofi disulfidické mitstky, které

silng stabilizuji nukleoprotaminovou strukturu (Saowaros a Panyim, 1979).
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Spermie s kompletnim hydrodynamickym jadrem se mohou pohybovat rychleji
a jsou schopny oplodnit vaji¢ko jako prvni. Vysoka kondenzace nukleoprotaminového
komplexu je dilezitd pro ochranu genetického materidlu. Nejen, ze takto kompaktni
spermie je chranéna pied uréitymi nukleazami, ale je nepfistupna i pro mutageny. Vuci
mutagennim faktorim, které by mohly zplsobit rizné defekty v paternadlnim genomu,
bude takto ,pfipravena” spermie odolnéjsi. Tato hypotéza je podpofena nedavnymi
studiemi v asistované reprodukci. Defekty v protaminaci byly pozorovany u spermii
s poskozenou spermatozoalni DNA. Tyto spermie byly schopny oplodnit vajicko,
ale bylo zabranéno spravnému vyvoji embrya (Nasr-Esfahani et al., 2005).

Dalsim dualezitym parametrem je pak pomér mezi jednotlivymi protaminy P1/P2
ve spermii. U lidi se zastoupeni protaminti P1 a P2 pohybuje okolo 1:1. Napti¢ druhy
se pak zastoupeni protaminu 1 a protaminu 2 li§i (Corzett et al., 2002). Detekce
protamind a pomér protamint se vyuziva jako marker kvality spermii a to nejen u muzi,
ale i vexperimentalnich podminkach u mySich samct (Zatecka et al., 2014).
Kondenzovany nukleoprotaminovy komplex tvoii u lidské populace az 85% jaderné
DNA spermie, zbytek DNA zustava asociovan s histony (Obr. 3),
(Grootegoed et al., 2000; Rousseaux et al., 2005).

Proces nukleohistonové-nukleoprotaminové  zdmény je umoznén  diky
pfedchézejicim zméndm na chromatinu (Tanaka et al., 2005). Jednim z prvnich
chromatinovych zmén je inkorporovani histonovych variant a jejich postranslacni
modifikace (hyperacetylace, ubiquitinace, ADP- ribosylace). Dulezitou udalosti ve fazi
spermiogeneze pied rozvolnénim nukleosomi je pravé hyperacetylace histonovych
zbytkid. Ta zplsobuje vznik zdporného naboje na ptesahujicich koncich histond, a tim
umoziuje rozvolnéni od negativné nabité DNA a nahrazeni histond (Oliva et al., 1987).
Tyto modifikace utvaii pro spermii ,histonovy kod“, ktery urCuje zménu histond
za protaminy (Govin et al., 2004). Vyznam acetylace histonti béhem spermiogeneze byl
prokazan ve studii Sonnack et al. (2002), ktera prokazala souvislost mezi poklesem
acetylace histonl a narusenim zamény histontll za protaminy.

Tzv. kulaté spermatidy (,,round spermatid®) maji jesté chromatinovou strukturu
stejnou jako somatické bunky, s DNA organizovanou do nukleosomil a vétSina genl
je aktivné transkribovana. Po iniciaci chromatinovych zmén jsou nukleosomy
rozvolnény navazanim transi¢nich proteintt (TNPs) na vldkno DNA. Kromé toho,
transi¢ni protein 1 (TNP1) se ucastni oprav zlomt vlaken DNA (Zhao et al., 2004).

Transi¢ni proteiny jsou nasledné nahrazeny protaminy. Je znamo, ze protaminy jSou
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fosforylovany kratce po translaci a jejich fosforylace je nezbytna pro spravné navazani

na DNA. Jakmile jsou protaminy navazany na strukturu DNA jsou defosforylovany

avysoce kompaktni

nukleoprotaminova

struktura jadra spermie je vytvofena

(Carrell etal., 2007), (Obr. 3). Jakmile je DNA spermie siln¢ sbalena do této struktury,

je celkova transkripce genti v jadie umlcena.

V priibéhu maturace spermii v epididymu, se mezi jednotlivymi protaminy formuji

disulfidické mustky, které dale stabilizuji nukleoprotaminovy komplex. Pii fertilizaci

musi byt vysoce kompaktni nukleoprotaminova sktruktura DNA rozrusena a znovu

preorganizovana do nukleohistonové struktury, pfistupnéjsi pro transkripci dilezitych

gend ve fazi splyvani gamet (Oliva et al., 2006).
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1.1.4 Protaminy a muZska neplodnost

Dulezita role jadernych proteini protamind spociva ve sbaleni DNA spermie, ¢imz
vznika vysoce kompaktni sktruktura jadra spermie (Oliva et al, 2006). Bylo prokazano,
ze zmény v expresi mMRNA protaminu 1 a protaminu 2 nebo zvyseny pomér P1/P2 maji
souvislost s neplodnosti u muzu (Ziyyat et al., 1999; de Yebra et al., 1993;
Mengual et al., 2003).

Pro spravnou funkci genti protamind je dilezita transkripce a ulozeni transkripti
v spermatocytech a kulatych spermatidach pro pozd¢jsi translaci v prodluzujicich
spermatidach (Tanaka and Baba, 2005).

V jedné z prvnich studii méficich expresi na Urovni mRNA v builkach
testikuldrni tkané izolovanych pomoci pratokové cytometrie, byla zjiSténa uplna
absence exprese mRNA protaminu 2 v kulatych spermatidich u azoospermikt
(muzt bez spermii v ejakulatu), (Ziyyat et al., 1999). Bylo také sledovano sniZeni
hladiny mRNA protaminu 1 a mRNA protaminu 2 v kulatych spermatidach
u neplodnych pacientti (Steger et al., 2001). Jind nezavisla skupina identifikovala zmény
V expresi protaminil z biopsie azoospermiku (Friel et al., 2002).

Az popis a optimalizovani metody pro extrahovani a analyzovani protaminil
pomoci gelové elektroforézy umoznilo jednodu$si a rychlejSi klinickou aplikaci
(de Yebra and Oliva, 1993). N¢kolik studii ukazalo, ze pomér P1/P2 v lidskych spermii
se u zdravych pacientti pohybuje kolem 1.0, u mysi kolem 0.5 (Balhorn et al., 1999;
Carrell and Liu, 2001; Corzet et al., 2002; Oliva, 2006).

Prvni dikaz ve zméndch mnoZstvi protaminii v jadie spermie byl popsan
ve studii, kde nedetekovaly protamin 2 u maturovanych spermii neplodnych pacientt
(Silvestroni et al., 1976).

Jedna z prvnich kompletnich studii provedenych na vétsim poctu studovanych
pacientl, ukazala zvySeni poméru P1/P2 ve spermiich u Sesti ze sedmi neplodnych
pacientl v porovnani s plodnymi jedinci (n=17), (Balhorn et al., 1988). Dale pak bylo
nalezeno stejné procentualni zastoupeni protamind ve spermiich fertilnich muzu jako
u neplodnych pacientll s normalni semennou plazmou, ale rizné zastoupeni u pacientd
s abnormalnimi parametry plazmy (Bach et al., 1990). Dalsi nezavisla védecka skupina
pozorovala nezadouci kruhovy tvar spermii. Tyto spermie obsahovaly méné protamin

a vice histont v jadfe nez jadro normalnich spermii (Blanchard et al., 1990).
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Mnoho studii se pak vénovalo separovani protaminii a porovnavani poméru
P1/P2 u pacientl s rtznymi reprodukénimi problémy. Napiiklad dvanact ze tfinacti
pacientll bez detekovaného protaminu 2 mélo zhorSenou schopnost penetrace spermie,
které byly doprovazeny zhorSenou motilitou a morfologii (Carrell and Liu, 2001).
Zajimava studie byla provedena Mengual et al. (2003), kde autofi porovnavali
zastoupeni jednotlivych protaminii u tiech experimentalnich skupin. Jednalo se 0 muze
s oligozoospermii (n=12) (se snizenym pocétem spermii v ejakulatu), kde se pomér
pohyboval okolo 1.51 + 0.48, u pacienti s asthenozoospermii (n=13) (s redukovanou
motilitou spermii) byl P1/P2 roven 1.23 + 0.65 a u kontrolni fertilni skupiny muza
(n=10) s normalnim spermiogramem se pomeér drzel okolo 1.01 + 0.15. Do spojitosti
sedavda 1 korelace mezi zménami poméru P1/P2 a integritou DNA. ZvySena
fragmentace DNA se vyskytovala u spermii se snizenym pomérem téchto dvou
protamini v porovndni se spermiemi S normalnim/zvySenym P1/P2 pomérem
(Aoki et al., 2005).

Stejné tak procentudlni zastoupeni histont a protamind v genomové sam¢i DNA
je dulezitym parametrem. ZvySeny podil histonu H2B vici protaminim se vyskytoval
u neplodnych jedinc (Zhang et al., 2006). Ve studii Castillo et al. (2011) zjistili,
ze snizeni poméru celkového zastoupeni protaminti / DNA, P1 / DNA, a P2 / DNA
ve spermiich koreluji s poskozenim DNA u neplodnych pacientii. Pomér protamint byl
pouzit k detekci kvality spermii také u mySiho modelu (Zatecka et al., 2014).

Lze tedy fici, ze protaminy hraji dilezitou roli v konecnych fazich
spermatogeneze, a jsou tedy zodpovédné za spravnou funkci spermie. Proto je potieba
prohlubovat poznatky o jejich struktufe, funkcich a v neposledni fadé ucinkl

na plodnost savct.

1.1.5 Epididymalni maturace

Vyvoj spermie nekonéi spermatogenezi a néslednou spermiogenezi
v semenotvornych kandlcich testes. Testikularni spermie jsou sice morfologicky zralé,
ale musi jesté postoupit fadu regulovanych déji, aby byly schopny oplodnit vajicko.

Jednim z prvnich krokd po spermatogenezi je maturace spermie v nadvarleti,
neboli epididymu. U nekterych druht (kanec), se pohlavné zralé spermie objevuji uz
Vv oblasti hlavy epididymu (caput), na rozdil od jinych (mys), kde se vyskytuji az v téle
epididymu (corpus). Podle vSeho, ne kazda spermie ziskava svoji fertilizani schopnost

ve stejnych castech epididymu. Nékterd ji ziskda mnohem diive (v proximélnéjSich
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castech nadvarlete), n¢ktera az v koncové oblasti epididymu (cauda). Nicméné, jako
hlavni pravidlo se zd4, Ze vétSina spermii dosdhne své schopnosti oplodnit vajicko prave
v cauda epididymis (Yanagimachi, 1994).

Jednim z kliCovych dé&ju pfi epididymalni maturaci jsou zmény na plazmatické
membrané spermie. Vysledkem téchto strukturalnich zmén je pohyblivost spermie,
ktera se doposud V testes pohybovala omezenou rychlosti. Epididymalni tekutina ma
velkou absorb¢ni a sekre¢ni aktivitu. Béhem prichodu spermii nadvarlaty jsou mnohé
molekuly (proteiny, peptidy, lipidy) na plazmatické membrané spermii postranslacné
modifikovany (pf. glykosylovany), nebo odstranovany a zaroven jsou v nadvarlatech
syntetizovany molekuly nové. Naptiklad cholesterol je ve zna¢né mife sekretovan
v epididymu a v¢lenovan do plazmatické membrany spermii, ¢imz pfispiva k jeji

stabilizaci (Yanagimachi, 1994).

1.1.6 Spermie

Jedna se o vysoce specializované builky, které maji zésadni ulohu v oplozeni
vajicka. Snaha spermie je dorucit geneticky material do vajicka a nastartovat aktivaci
vajicka a vyvoj nového jedince. Spermie se skldda z dvou hlavnich komponent,
hlavicky a bi¢iku spojenych krc¢kem, tzv ,,connective piece”. V hlavi¢ce je uchovana
paternalni genetickd informace a proteiny, které jsou nezbytné pro rozpoznani
anavazani spermie na obaly vaji¢ka. Specializovana akrozomalni oblast obsahuje
enzymy, které pomahaji spermii proniknout vajeénymi obaly. Nékteré z téchto proteinli
maji i vazebnou funkci a ucastni se vazby spermie na vajicko (Peknicova et al., 2001,
Margaryan et al., 2015). Bi¢ik slouzi spermii jako pohybovy aparat a pomaha
pfi priniku vajecnymi obaly vajicka (Yanagimachi, 1994; Gilbert, 2006). Tvar
a velikost hlavicky se druhové lisi. Pro hlodavce je typicky srpkovity tvar hlavicky,
zatimco pro ostatni sav¢i druhy je typicky kulaty (Clovék) nebo ovélny (kanec) tvar

hlavicky (Obr. 4).
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Obr. 4 — Jednotlivé typy hlavi¢ek spermii savct (Edddy, 2002)

Jadro

Hlavicka je slozena z jadra, plazmatické membrany, akrozomu a malého mnozstvi
cytoplasmy. Jadro spermie je specificky odlisné od ostatnich bunék v téle organismu.
Na rozdil od somatickych bunék je jadro haploidni, obsahuje poloviéni sadu
chromozom. Diky silné¢ bazickym nukledrnim proteiniim protaminiim, které se silné
vazou na negativné nabitou DNA, tvofi jadro spermie vysoce kompaktni, kondenzovany
chromatin. Protaminy maji ve své struktufe zabudované cysteiny a mohou tak vznikat

disulfidické mustky, které stabilizuji nukleoprotaminovy komplex (Oliva, 2006).

Bicik

Bicik je dilezitou organelou spermie. Je postupné rozdélen na jednotlivé regiony,
¢ast mitochondrialni tzv. ,midpiece, hlavni ¢ast (,,principal piece®) a koncovou c¢ast
(,,end piece®).

Celou délkou biciku probiha struktura, oznaovana jako axonema, skladajici se ze
dvou centralnich mikrotubuli, které jsou obklopeny deviti dvojicemi mikrotubull a a f3
(Obr. 5). Pohyb spermie je zajistén diky dvéma dyneinovym raménktim vybihajicich
z mikrotubulu a, smérem k nasledujici dvojici mikrotubul. Axonema je obalena
vnéj§imi hustymi vlakny neboli ,,outer dense fibers®. Dalsi velice dulezita organela,
kterda se u spermie nachazi v stfedni ¢asti biciku (,,midpiece”), je mitochondrie.
Mitochondrie jsou nezbytné pro zajisténi energie v podobé ATP, které je dilezité pro

pohyb bigiku (Alberts et al., 2002).
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Obr. 5 — Schématické znazornéni usporadani mikrotubult v bi¢iku (Lodish et al., 2000)

Plazmatick4a membrana spermie

Unikétni vlastnost spermii je rozdé€leni plazmatické membrany na funkéni domény.
Tyto domény jsou charakteristické svou dynamickou strukturou a béhem Zivota dochéazi
K mohutnym zménam v jejich organizaci. Membrana spermii se rozdéluje
na akrozomalni a postakrozomalni oblast, které jsou dale ¢lenény na jednotlivé
segmenty (Obr. 6), (Eddy, 2002).

Hlavni slozku plazmatické membrany spermii tvofi fosfolipidy. Velice dilezitou

slozkou membrany je také cholesterol, ktery ovliviiuje strukturalni vlastnosti membrany

(Yanagimachi, 1994).
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Obr. 6 — Plazmaticka membrana mysi a krali¢i spermie (Eddy, 2002)
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1.2 Genova a hormonalni kontrola spermatogeneze

Spermatogeneze vyzaduje piesnou regulaci rtiznych bunécnych udalosti, které se
uskuteciiuji v semenotvornych kanalcich slozenych ze Sertoliho bunék a vyvijejicich
se zarode¢nych bunék, obklopenych Leydigovymi a myoidnimi butikami. Tyto procesy
vyzaduji pfesnou koordinaci, ktera se odehrava na nékolika urovnich (Eddy, 2002).

Vnitini zpasob kontroly je zajistén evoluéné konzervovanym genetickym
programem, ktery urcuje, kdy jsou specifické geny exprimovany. Vyvoj spermii u savcu
probiha ve tfech fazich - mitotické, meiotické a postmeiotické. Béhem téchto tfech fazi
jsou produkovany transkripty specifické pouze pro zarode¢né bunky a jejich exprese
je vyvojové velmi piisné regulovana riznymi mechanismy. VéEtSinou je nalezneme
pouze v dané vyvojové fazi (Eddy, 2002). Jakékoliv naruSeni standardni genové exprese
béhem testikuldrniho zrani spermii mize narusit spravny vyvoj spermie, coZ muze mit
dopad na plodnost  jedince.  Transkripty = mohou byt  produkovany
riznymi zpusoby: @) mohou byt produkty geni zarodeénych bunék homologni
se somatickymi geny; b) mohou byt produkty unikatnich genti; ¢) nékteré z nich mohou
byt produkty alternativniho sestfihu (Eddy and O’Brien, 1998). Vyvoj zarode¢nych
bunék zahrnuje vysoce specifické déje, jako je meidza, genetickd rekombinace, vznik
akrozomu a biCiku, remodelace a kondenzace chromatinu. VSechny tyto procesy
vyzaduji specialni proteiny a dobré nacasovani - regulace genové exprese je tedy
zasadni pro spravnou spermatogenezi.

V riznych fazich vyvoje spermie v semenotvornych kandlcich jsou aktivovany
pfisluSné geny, které jsou zopovédné za pribéh daného stadia a mohou tak ovliviiovat
proces spermatogeneze a Vv dusledku kvalitu spermii (Obr. 7). Tyto geny mohou byt
rozdéleny do skupin podle toho kdy/kde jsou exprimovany - geny exprimujici
se v zarodecné bunécéné linii (napt. Vegfa, Gjal, Sycpl, Sycp3, Ccnal, Meigl, Grth,
Prml, Prm2, Tnpl, Tnp2), geny aktivni V Sertoliho bunikach (napt. Wtl, Sox8), geny
exprimujici se v Leydigovych bunkach (napt. Star, P450scc), geny ucastnici
se odpovédi na hormonalni produkci (napf. Ar, Fshr), geny majici roli v pribéhu

apoptozy (napt. p21, p53, Bcl-2).
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Obr. 7 - Schéma jednotlivych fazi procesu spermatogeneze s pfislusnymi typy bun¢k a

s prisluSnymi genovymi markery

Dalsi troven regulace je zajisténa pomoci endokrinniho hormonalniho systému.

Hlavnimi  hormony, které fidi sam¢ich  zarodeénych bungk, jsou

Vyvoj
gonadotropiny - luteinizaéni hormon (LH) a folikuly stimulujici hormon (FSH);
a pohlavni hormony steroidogenni povahy (napf., testosteron a 17p-estradiol),
(Lui and Cheng, 2012). Hlavni stadia vyvoje spermii, pfezivani zarode¢nych bungk,
meidza a spermiogeneze jsou U savcl fizeny gonadotropnimi hormony
(McLachlan etal., 2002). Hormonalni regulace spermatogeneze je kontrolovana
prostiednictvim drahy hypotalamus — hypofyza - testes. Hormon uvolfjici
se z hypotalamu - gonadotropin (GnRH) indukuje sekreci hormont hypofyzy - LH
a FSH.

Folikul-stimulujici hormon se vaze na FSH receptory (FSHRS), které jsou
spojené s G-proteiny a nachazeji se na plazmatické membrané Sertoliho bunék
(Simoni et al., 1997). FSH signalizace na Sertoliho burikach aktivuje pét signalnich
drah, jako jsou: draha tvorby vapniku, cAMP a proteinkindzovd, MAP kinazova,

fosfatidylinositol 3-kinazova draha a draha fosfolipazy A2 (Walker and Cheng 2005).
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Nakonec tyto drahy aktivuji CRE-vazajici protein (CREB), ktery se ucastni regulace
transkripce dulezitych cilovych genii.

LH aktivuje Leydigovy buiky, které tak pod timto ptsobenim produkuji dalezity
hormon v muzské reprodukci - hormon testosteron (de Kretser et al. 1971,
Wahlstrom et al., 1983). Testosteron uplatiuje své biologické ucinky na cilové bunky
ptes androgenni receptory (ARs), které jsou lokalizovany na Sertoliho, Leydigovych
a peritubularnich myoidnich bunkach (Silva et al., 2002). Testosteron ma vliv
na maturaci spermatocytl, reguluje vyvoj kulatych a prodluzujicich se spermatid.
Dulezitost plsobeni testosteronu je také dokumentovana kontinualni expresi
androgennich receptorti v Sertoliho bunkéach, kde konkrétni hladiny AR odpovidaji
jednotlivym stadiim v semenotvornych kanalcich (Bremner et al., 1994). Nedostatek
testosteronu, popiipadé snizena exprese mMRNA  androgennich receptorl
¢i gonadotropnich hormonti mize narusovat striktné regulovany priabéh vyvoje spermie

(McLachlan, 2002).

1.3 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je povazovan za jedno z hlavnich metabolickych
onemocnéni moderni doby a jeho narust rychlé stoupa. Podle Svétoveé zdravotnické
organizace (WHO), 347 milionu lidi trpi diabetes mellitus (WHO, 2014). Odhaduje
se, ze v roce 2030 bude diabetes v Zebticku sedmym onemocnénim zplsobujicim smrt
jedince, hned za srde¢nim selhanim, mozkovou mrtvici, rakovinou nebo naptiklad
imunitnim selhani AIDS (Mathers a Loncar, 2006).

U zdravého organismu produkuji Langerhansovy ostriivky slinivky bfiSni hormon
inzulin v zavislosti na hladingé glukézy v krvi. Navazani inzulinu na intramembranovy
inzulinovy receptor aktivuje v cilovych buikach tyrozinkinazu, ktera zprosttedkovava
autofosforylaci p podjednotky inzulinového receptoru. Tento proces stimuluje
fosforylaci proteinti IRS (insulin receptor substance 1-4). Nasleduje fada reakci, které
zplisobi aktivaci transkripce gentli, zvySeni syntézy glykogenu, proteinii a mastnych
kyselin. Aktivovana je také exprese glukozovych transportérit GLUT 4, které jsou timto
vystaveny na povrchu bunék (Obr. 8). Pomoci GLUT 4 ptenasecti jsou molekuly
glukozy transportovany do intracelularniho prostoru, kde jsou dale vyuzity. Vysledkem

je snizeni hladiny cukru vkrvi a v dasledku toho opétovné snizeni produkce
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pankreatického  inzulinu, jedna se tedy o pozitivni zpétnou vazbu
(Leney and Tavaré, 2009).

Z nedostatku gluk6zy v buinikach vyplyvaji akutni a chronické projevy diabetes,
projevujici se nejruznéj§imi zptsoby. In vivo dochazi k diabetické nefropatii (poskozeni
cév obaluyjicich glomeruly ledvin), diabetické retinopatii (poSkozeni cév vyzivujicich
sitnici oka) nebo diabetické neuropatii (poSkozeni funkce vSech druhti nervii). Vlivem
DM také dochazi k defektim bunék testikuldrni tkdn€ z diivodu poskozenim DNA.
Stejné tak poskozeni Leydigovych a Sertoliho bunék bylo prokazano (Walker, 2011).

V neposledni fadé mize mit diabetes mellitus vliv na reprodukéni parametry samcii

(Mallidis et al., 2011; La Vignera et al., 2012; Mangoli et al., 2013).

Obr. 8 — Intracelularni mechanismy aktivace plsobeni inzulinového receptoru

(Bartos et al., 2003)

1.3.1 Diabetes mellitus I. typu
Diabetes mellitus 1. typu, neboli inzulin-dependetni diabetes mellitus
je autoimunitni onemocnéni postihujici bunky Langerhansovych ostrivki slinivky
btisni. Vlastni protilatky organismu napadnou P buiiky, zni¢i je a ty pak dale nemohou

produkovat inzulin. Jak je znazornéno na Obr. 9, z divodu absence inzulinu nejsou
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aktivovany inzulinové receptory, a proto nedochazi k vystaveni glukézovych pienasect
GLUT 4 na membrané bunék. Glukoza tak neni dopravena z krevniho fecist¢ do bunék
a jeji vysoka hladina se drzi v krvi. Pravé vysoka hladina (koncentrace) cukru
vkrvi - hyperglykemic miZze zpusobovat nejriznéj§i nezddouci projevy
(Amaral et al., 2008).

Hyperglykemie piispiva ke vzniku oxidativniho stresu organismu. Hydroxylové
skupiny glukozy se ucastni pfenosu elektronli, tim napomahaji k tvorbé radikali,
predevsim reaktivni formy kysliku (ROS). ROS jsou charakteristické tim, ze pfimo
reaguji s buitkami a méni jejich vlastnosti. Oxidativni stres bunék zptsobuje poskozeni
DNA, ma vliv na programovanou bunécnou smrt nebo nekrozu. Obecné lze fici,

7e ROS celkové narusuji homeostazi organismu (Giacco a Brownlee, 2011).

1.3.2 Diabetes mellitus I1. typu
Dal$im typem diabetes postihujici lidskou populaci, je DM 1. typu. Celosvétove
zaujima 90% piipada ze vsech typu diabetes (WHO, 2014). DM Il. typu je onemocnéni
s genetickou predispozici, které je polygenni a na jehoz manifestaci se dale podileji
vlivy vnéjsiho prostiedi (Froguel et al., 1993).

Dochéazi k normalni produkci inzulinu pankreatickymi buiikami, ale membranové
inzulinové receptory okolnich bunék jsou na inzulin rezistentni (Obr. 9),
(DeFronzo, 1982). Projev této metabolické poruchy je stejny jako u DM .
typu, a to hyperglykémie.

Genetickd vloha pro onemocnéni diabetem Il. typu je siln€j$i komponentou
nez U diabetu I. typu a predstavuje 40-80% celkového rizika onemocnéni

(Froguel et al., 1993).
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Obr. 9 — Mechanismus ptisobeni inzulinu a glukézy u zdravého jedince, jedince

s DM 1. typu a jedince s DM I1. typu (American diabetes association, 2008)
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1.4 Modely studia diabetes mellitus

Pro studovani vlivu DM na organismus se vyuziva n¢kolik zvifecich modeli.
role tohoto organu v glukdzové homeostazi. V soucasné dob¢ je vétSina experimentt
provadéna na hlodavcich, hlavné potkanech a mysich, i kdyz nékteré studie jsou stale
provadény na vétsich zvitatech.

Pomoci rtznych metod umélého navozeni DM, vcetné technik molekularni
biologie, byl vytvofen velky pocet novych zvifecich kment, které jsou povazovany
za vhodné modely pro studium DM typu I. a DM typu II. a souvisejicich fenotypti
(Rees and Alcolado, 2005).

Mechanismy navozeni a od toho se odvijejici savéi modely DM muzeme rozdélit
do nékolika skupin (Obr. 10). Prvni zptisob umélého navozeni je chemicka indukce
DM. Vyznacuje se tim, ze pouzivané latky diky cytotoxickym ucinkim specificky ni¢i
B bunky slinivky bfisni, coz vede ke vzniku hyperglykémie. Nejcastéji vyuzivanymi
latkami jsou streptozotocin a alloxan. Diky jejich podobné struktufe s molekulou
glukozy se dostavdji do bunék slinivky bifisni pies glukozovy prenase¢ GLUT 2.
Diabetes mellitus je obvykle vyvolan do 5-7 dn po prvni injekci chemické latky
s cilem zajistit stabilni hyperglykémii (King, 2012).

Dalsim mechanismem je spontanni autoimunitni destrukce B bunék slinivky bfisni.
Nejbézneji vyuzivané modely tohoto typu jsou tzv. ,,non-obese diabetic” mysi (NOD),
tzv. potkani ,biobreeding® (BB) a LEW.1AR1/Ztm-iddm. Nicméné, nejvice
vyuZivanym autoimunitnim modelem v experimentalnich pokusech jsou NOD mysi
(King, 2012).

Geneticka manipulace je dalsi vhodny zptuisob navozeni DM . typu, v praxi
je Gasto vyuzivan mysi diabeticky model Akita (C57BL/6-1ns2?4%/7). Jedn4 se mutantni
knock-out kmen, s mutaci oblasti C96Y genu pro inzulin 2, ktera je zodpovédna
za diabeticky fenotyp u tohoto modelu (Wang et al., 1999). Missence (v tomto ptipade
zména funk¢niho kodonu nahrazenim cysteinu za tyrosin) mutace Ins2C96Y naruSuje
disulfidické mustky mezi a- a B-fetézci pro-inzulinu, coz zplisobuje drastickou
konformacni zménu finalni molekuly inzulinu v endoplazmatickém retikulu. Chybné
sbaleni tohoto proteinu souvisi se ztratou jeho funkce, coz ma za nasledek vznik

diabetes u Akita mysi. (Izumi et al., 2003).
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Iplisob navozeni DM Model Hiavai rysy
S Xi;il; davka streptozotocinu (100-200 mykg) Ksick{ modelpo yperkeni
Nizkd ddvka Streptozotocinu (20-40 mgkg) Model pro mzulitidu (zinét Langerhansovyeh ostrivkl)
NOD mysi
Sponténni autoinunitni  |BB potkani Destrukee  bunck v zdvislosti na autoimunini reakei
LEW.LARL/Ztm-iddm potkani
Genetickd mdukee AKITA mysi Destrukce  bunck v zavislosti na stresové prostiedi endoplazmatického retkula

Obr. 10 - Vyuzivané sav¢i modely pro studium diabetes mellitus (upraveno podle
King, 2012)

1.4.1 Streptozotocinem navozeny diabetes mellitus

Nejvyuzivangjsi latkou pro umélé navozeni diabetes mellitus 1. typu se povazuje
streptozotocin (STZ). Streptozotocin je antibiotikum produkované gram-pozitivni
bakterii Streptomyces achromogens (Herr et al., 1976). Jedna se o alkyla¢ni ¢inidlo
indukujici zlomy na DNA, chromosomalni aberace a poskozeni DNA u sav¢ich bun¢k
in vitro (Bolzan and Bianchi, 2002). Streptozotocin se svoji chemickou strukturou velmi
podoba glukéze, coz souvisi stim, ze se do bunck se dostavd prostfednictvim
glukozového prenasece GLUT 2, ktery pankreatické bunky obsahuji v nadmife
(Wang and Gleichmann,1998; Schnedl et al., 1994). Diky svym toxickym ucinkam
na pankreatick¢é [ buniky je hojné vyuzivdn knavozeni diabetes mellitus
(Vavra etal. 1959 podle Bolzan and Bianchi, 2002). Mysi jsou hodnoceny jako
diabetické, pokud se hladina cukru zvysi nad 13.9 mmol/L (Pavlinkova et al., 2009;
Bohuslavova et al., 2010).

1.4.2 Diabetes mellitus a muZska neplodnost
Diabetes mellitus je charakterizovan jako chronicka hyperglykemie a je hlavni
pfi¢inou vaznych mikro- a makro- vaskularnich onemocnéni. Ovliviiuje proto témé&f
kazdy systém v tele. Je prokazano, ze zvyseny oxidativni stres se u diabetes mellitus
projevuje nadprodukci reaktivnich kyslikovych radikalt (ROS). SniZzena wc¢innost
antioxidac¢nich obrannych mechanismii dale zhorSuje priibéh tohoto onemocnéni
(Amaral et al., 2008).
Glukézova rovnovaha organismu je klicova pro spravnou regulaci spermatogeneze

in vivo a pro zachovani fertilizacni kapacity spermie (D’Cruz et al, 2012).

-30 -



Jak uz bylo zminéno, existuje nékolik zvifecich modell, u kterych je uméle
navozeno DM. Jedna se vyhodné modely pro studovani této metabolické poruchy
a jsou hojn¢ vyuzivany, mimo jiné, pro studium vlivu diabetes mellitus na reprodukéni
parametry.

Vyznamnym kritériem podilejicim se na plodnosti savcii je nejen koncentrace
spermii v ejakulatu, ale i jejich pohyblivost. NaruSeni téchto parametri mize vést
k snizené fertilit€. Pravé snizena motilita a koncentrace spermii byla pozorovana
u diabetickych mysi (Kim and Moley, 2008). U STZ-indukovanych diabetickych mysi
apotkani bylo po 1é¢bé inzulinem pozorovano zlepSeni téchto dvou parametri.
To poukazuje na fakt, ze adekvatni 1é¢ba experimentalniho zvifete zmirfiuje nasledky
endokrinnich poruch zptsobenych DM I. typu (La Vignera et al., 2013).

U mysi, kterym bylo navozeno diabetes pomoci u¢inné latky streptozotocinu, byl
také nalezen snizeny pocet spermii jak vtestes, tak v epididymis
(Soudamani et al., 2005; Scarano et al., 2006). Podobnou studii provedla skupina
Mangoli et al. (2013), ktera se zabyvala studiem vlivu diabetes mellitus na viabilitu,
pocet, morfologii, motilitu a kvalitu chromatinu spermii u mysi. Vysledky této studie
ukazuji, ze streptozotocinem indukovany diabetes mellitus mtize ovlivnit fertilitu mysi
prostfednictvim naruseni téchto parametrii a poSkozenim integrity DNA spermii
(Mangoli et al., 2013).

Testes jsou hlavnim sam¢im pohlavnim orgdnem, kde se nejen tvoii pohlavni
buiiky, ale je to i1 dilezitd endokrinni zldza produkujici pohlavni hormony. Jakékoliv
naruSeni tohoto organu by mohlo vést ke sniZzené plodnosti. To potvrdila studie, ktera
se zabyvala histopatologii testikularni tkdné u diabetickych potkani. Béhem této studie
bylo pozorovano sniZeni poctu zarode¢nych bunék spermatogonii v testes téchto zvitat
a snizeni priméru semenotvornych kanalkd (Jelodar et al., 2009). Vliv diabetes mellitus
na reprodukéni parametry savci je spojovan s poskozenim testikularnich metabolickych
a signalnich drah, coz v disledku negativné ptisobi na vyvoj a funkci spermii.

I mysi model Akita je vyuZivan ke studiu vlivu diabetes mellitus na reprodukéni
parametry. U tohoto modelu dochédzi k redukci velikosti testes a jejich abnormalni
morfologii. Akita mySi maji také zhorSené parametry spermii, a to motilitu a morfologii.
Dale dochazi ke snizeni po¢tu spermii v epididymis a spermie ziskané z caudy
epididymis postradaji akrosom a maji odtrzené¢ hlavicky od zbytku spermie

(Schoeller et al., 2012).
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Klinické studie se taktéz zamefovaly na parametry spermii, obzvlasté
na morfologii, koncentraci a motilitu. Bartak et al., (1975) pozorovali snizeni
koncentrace a motility spermii u diabetickych pacient v porovnani s plodnymi jedinci.
Navic byl pozorovan zvySeny pocet morfologicky defektnich spermii u jedinct
s prokazanym DM . typu (Padron et al., 1984; Delfino et al., 2007).

DM I. typu je také asociovan s poruchami hormonalni produkce. Nékolik autorti
sledovalo sniZzenou koncentrace testosteronu u pacienti s DM 1 typu
(Millidis et al., 2011; Ballester et al., 2004). Je ziejmé, Ze endokrinni dysfunkce nastava
Vv dtsledku poskozeni hlavnich hormon-produkujicich bunck v testes, Leydigovych
a Sertoliho bun¢k. To mize mit v disledku vliv na spravny pribéh spermatogeneze,
ktera je fizena testosteronem, hormonem produkujiciho pravé Leydigovymi bunikami
(Walker, 2011).

DM, jak uz bylo zminéno, je spojen se zvySenym oxidativnim stresem, ktery
poskozuje jadernou a mitochondrialni DNA spermie. V dusledku tohoto poskozeni
mize dochazet k indukci apoptozi, coz bylo potvrzeno ve studii O'Neill et al. (2010),
kde u pacienti s DM 1. typu byl pozorovan zvySeny pocet apoptotickych spermii

V porovnani se zdravymi dérci.

1.5 Apoptoza

Apoptdza, programovand bunéfna smrt, hraje klicovou roli béhem normalniho
vyvoje jedince a pii udrzovani homeostaze organismu. Apoptdza je charakterizovana
jako kaskada dé&ju, zahrnujicich kondenzaci a fragmentaci chromatinu, snizeni
transmembranového mitochondridlniho potencidlu (Luo et al., 1998), uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii (Bossy-Wetzel et al., 1998) a v neposledni fad¢ snizeni
celkového objemu buiky (Arends and Wyllie, 1991). Apotdza miize byt bud’ vyvojové
regulovana, nebo indukovana v disledku bunécného stresu ¢i zranéni.

Apoptoza ma dulezity vyznam i v ontogenezi. Uplatiiuje se napiiklad u vyvoje
jednotlivych prstl koncetin nebo se c€astni zaniku bunék ocasu pulch pfi pieméné
na dospélou zabu. Apoptoza hraje také dulezitou roli pfi vyvoji srdce nebo perifernich
nervil, kdy programovanou bunéénou smrt podstoupi ty nervy, které nejsou spojeny
s cilovou buiikou (Brill et al., 1999).

Je znamo nékolik dilezitych genti GiCastnici se regulace apoptdzy. Jednim z nich

je tumor supresorovy gen p53. Vysledny protein tohoto genu je zahrnuty v procesech
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jako je DNA reparace, apoptéza nebo dokaze zastavit bunéény cyklus. Jakmile
je poskozena jederna DNA, protein p53 je schopen takovéto misto rozeznat a nasledné
spustit transkripci genu p2l. Protein p21 ma schopnost zastavit déleni buiky,
a je zodpovédny za to, Ze burika s poskozenou DNA zistava v G1 fazi buné¢ného cyklu,
kde ¢eka na opravu DNA. Poskozeni DNA je jedna z pficin, ktera vede k aktivaci
programované bunééné smrti.

Protein p53 aktivuje dva ruzné zpusoby prubéhu apoptdzy. Jednim z nich
je kaskada déju pies komplex Fas receptoru a Fas ligandu. Vysledkem této apototické
dréhy je aktivace exekuc¢ni kaspazy-3, kaspazy-6 a kaspazy-7, které jsou hlavnimi
zprostiedkovateli apototického dé&je (Stépi naptiklad cytoskeletarni proteiny, proteiny
fidici opravu DNA). V piipad¢ apotototického signalu, ktery vznika v disledku
odpovédi na stres buiky (teplota, infekce, nedostatek Zivin), se aktivuje druha
apoptoticka draha. Uastni se ji, jak proapoptotické proteiny (napf. Bax, Bad, Bak), tak
antiapoptotické proteiny (napf. Bcl-2, Mcl-1, Al) z rodiny Bcl-2 lokalizované
na mitochondridlni membran¢é. Pomér proapoptotickych a antiapoptotickych proteinil
Vv buiice je kliovy pro osud buiiky, nebot’ urcuji, zdali builka ptezije nebo podstoupi
programovanou bunéénou smrt (Brill et al., 1999).

Proapoptické proteiny fidi uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii a vytvofeni
komplexu apoptozému, ktery aktivuje inciaéni kaspdzu-9 a  nasledné
exekucni kaspaz-3, ktera vykonava vlastni proces apoptdzy. Proteiny Bcel-2, Mcl-1, Al
naopak zabranuji vylévani cytochromu c¢ z mitochondrii, a tim udrzuji klidovy
mitochondrialni membranovy potencial (Brill et al., 1999).

U dospélych savch, vcetné lidi, hraje apoptéza dileZitou roli 1 b&hem
spermatogeneze, nejcastéji u spermatogonii (Allan et al., 1992). U zdravého jedince
dochdzi vranych stadiich spermatogeneze k zaniku téchto bunék. Tento zplsob
odstraiiovani nepotiebnych zarodeénych bun€k a jejich vysledny pocet je zavisly
na po¢tu Sertoliho buné¢k, které je vyzivuji a zasobuji dulezitymi latkami. | Sertoliho
buniky podstupuji apoptdzu, ktera in vivo slouzi k formovani semenotvornych kanalkd.
Bylo prokazano, Ze spontanni i vyvoland smrt zirodeénych bunék Vv prubéhu
spermatogeneze, zejména pii zaniku spermatogonii se déje témeét vyhradné apoptdzou
(Sinha Hikim and Swerdloff, 1999).

V sav¢éim organismu také probihd d¢j zvany nekréza. Jednd se o pasivni proces,
ktery nevyzaduje zddnou energii a neni nijak regulovan. Jednd se o zanik bunék,

pfi kterém nabobtnaji, praskne plazmaticki membrana a dochazi k wvyliti
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cytoplazmatického obsah do extracelularniho prostoru. Tato lyze bunky je schopna
zpusobit 1 zanétlivou reakcei, kterd mize byt pro organismus skodliva.

Jedna z metod hojné vyuzivanych k detekci apoptotickych bunék je metoda zvana
TUNEL assay — TdT-mediated dUTP nick-end labelling. Pomoci enzymu terminalni
deoxynukleotidyl-transferasa dochéazi k navazani fluorescencné znaceného dUTP
na 3’0OH konce naStépené DNA. Takto lze detekovat posSkozené buiiky, které maji
fragmentovanou jadernou DNA diky nastartovani programované bunééné smrti.

Pro apopticky proces jsou také charakteristické postupné zmeény plazmatické
membrany. V ranych fazich apoptézy se premistuje fosfatidylserin (PS),
coz je negativné nabity fosfolipid. V normalni bufice se vyskytuje na vnitini strané
plazmatické membrany. Poskozend bunka ¢i bunka podstupujici programovanou
bunécnou smrt zplsobi jeho translokaci na vnéj$i stranu plazmatické membrany
(Martin et al., 1995; Vermes et al., 1995). Toho se vyuziva pii dalsi metod¢ slouzici
k detekci apototickych buné€k, a to je znaCeni PS pomoci proteinu annexin V. Vazba

fosfatidylserin-annexin V je tak markerem rané apoptozy.

1.5.1 Apoptoza a souvislost s neplodnosti savei

Je prokazano, Ze zvySend apoptdéza je asociovdna s muzskou neplodnosti
(Sakkas et al., 2003; Oehninger et al., 2003). Ve vzorcich ziskanych testikularni biopsii
neplodnych muzii s rozdilnym stupném neplodnosti bylo detekovano vysoké mnozstvi
apoptotickych bunék (Lin et al.,, 1997). Jina studie potvrdila zvySeny vyskyt
apoptotickych spermii U pacientt, ktefi maji problémy s plodnosti (Taylor et al., 2004).
Mimoto, u neplodnych pacientii byla u spermii detekovana vyssi aktivita kaspazy-3
v porovnani s plodnymi darci (Grunewald et al., 2005). Apoptéza je povaZovana
za mechanismus, ktery ponechd spermie s neposkozenou DNA. Nicméné mize
dochazet k jevu, kdy spermie s poskozenou jadernou DNA, které nejsou apoptézou
eliminovany, mohou oplodnit vajicko. To mlze mit fatalni nasledky pro vyvijejici
se embryo (Henkel et al., 2004; Sun et al., 1997).

Populace zarodecnych bun€k je stanovena rovnovédhou mezi bunéfnou smrti
(apoptdzou) a délenim buné€k, coz je ovlivnéno riznymi biochemickymi faktory. Pied
pubertou jedince, odhadem 70% vSech spermatogonii v testes podstupuje
programovanou bunécnou smrt, kterd je nutna pro udrzeni poméru mezi zdrode¢nymi

a Sertoliho buiikami (Rodriguez et al., 1997). Nové poznatky naznacuji, ze hormony,

-34 -



pfednostné¢ FSH a testosteron, plsobi jako faktory pro pteziti bunc¢k pfes regulaci
apoptotickych genut a proteinti (Chausiaux et al, 2008).

Nékteré studie pozorovaly vztah mezi parametry spermii a pocétem
apoptotickych spermii v ejakulatu. Tyto studie se shoduji, ze existuje signifikantné
negativni korelace mezi poctem apoptotickych bun€k s Zivotnosti a motilitou spermii
v ejakulatu (Marchetti et al., 2002). Cilem dalsi studie bylo zjistit, miru fragmentace
DNA u pacientd s DM 1. typu a DM IlI. typu. Vysledky ukazuji zvySenou koncentraci
spermii s narusenym transmembranovym mitochondridlnim potencidlem, aktivovanou
kaspdzou-3, nezadouci produkci reaktivnich forem kysliku a v neposledni fadé
zvySenou fragmentaci DNA spermii u diabetickych pacientti v porovnani se zdravymi
jedinci. Tento efekt se vyrazngji projevoval u muzi trpicich diabetes Il. typu
(Roessner et al., 2012).
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2. Cile prace:

Cilem této prace bylo urcit vliv diabetického prostiedi na kvalitu spermii,
reprodukéni organy a zmény v expresi vybranych gent, které hraji vyznamnou roli
béhem saveéi spermatogeneze. Tento efekt byl studovdn na FVB inbrednim mySim
kmeni. U experimentalni skupiny zvifat byl uméle navozen DM, jako kontrola byla

pouzita skupina zdravych (wild type) mysi.

Specifické cile:

1. Véaha téla, reproduk¢nich organti, anogenitalni vzdalenost (AGD)
2. Hodnoceni kvality spermii

3. Analyza histopatologie sam¢ich gonad

4. Studium jadernych proteinti protaminti

5. Exprese vybranych genil v testikularni tkani
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3. Metody:

3.1 Experimenty in vivo

Dvougeneraéni in vivo studie probihala na inbrednim mySim kmenu FVB
(kmen 207, Charles River), ktery byl diky vhodnym vlastnostem vybran na navozeni
DM. Tato line je znama pocetnymi vrhy (10-12 mlad’at ve vrhu). Obé mysi skupiny
(experimentalni a kontrolni) byly chovany v chovném a experimentalnim zafizeni
Ustavu molekularni genetiky, AV CR, v. v. i, Praha. Jejich chov probihal
za standardnich experimentalnich podminek (12 hodinovy svételny rezim, konstantni
teplota bez vykyvili, omezeni vnéjsich stresovych faktorti na minimum). VSechna zvirata
zahrnuta do studie byla krmena granulemi bez obsahu séji, a to z divodu piedchazeni
ptijmu fytoestrogent z krmiva (LASvendi, Soest). Ptistup k pitné vodé méla ad libitum.

Navozeni DM probéhlo pomoci latky streptozotocin-u (STZ), ktera diky svym
vysokym cytotoxickym ucinkiim zpusobuje destrukci B bunék slinivky bfisni,
do kterych se dostava pres membranovy GLUT 2 pienasec. Streptozotocin byl injikovan
intraperitonealné, a to v ddvce 100 pg/g Zivé hmotnosti zvifete. Pfedtim byl rozpustén
v 10 nM citraitovém pufru o pH 4.5 (v 10 ml destilované vody bylo rozpusténo
0.021 g kyseliny citronové). Na 100 pl citratového pufru tak piipadlo 1 mg
streptozotocinu. Ve véku pohlavni zralosti (6 tydnech) byla samcim injikovana
1. davka STZ. Po kazdé aplikaci byla zméfena hladina glukézy v krvi (v mmol/L).
Po tydnu byla provedena 2. injikace steptozotocinem a opakované méfeni glukozy
v krvi. Mysi s hladinou cukru vkrvi vyssi nez 13.9 mmol/L byly povazovany
za diabetické a zahrnuty do této studie (Obr. 11). Experimentalni skupina mysi byla
vystavena diabetickému prostiedi po dobu 6 tydnt. V 13. tydnu véku byli mysi samci
s DM kiizeni se zdravymi (wild type) samicemi a jejich narozena mlad’ata nebyla dale
ovlinovana (F1 generace). V 14. tydnu véku byli samci z parentalni generace usmrceni
a podrobeni analyzam. V piedlozené studii byli hodnoceni pouze samci z parentalni
generace.

Experimentalni skupina my$i byla porovndvana se skupinou adekvéatnich
kontrolnich zdravych mysi. Pocet testovanych zvifat byl v diabetické skupiné 13
a Vv kontrolni skupiné 15. Experiment byl proveden se souhlasem etické komise

a v souladu se Zakonem na ochranu zvifat proti tyrani ¢. 246/1992.
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Obr. 11 — Diagram navozeni DM a kiizeni FVB mysi v in vivo studii

3.2 AGD, vaha téla a organu

Byla méfena anogenitalni vzdalenost (AGD), vazena hmotnost zvifat
a jednotlivych reprodukénich organtt — testes, epididymis, prostata, semenné vaky
a dalgich dulezitych organt, jako ledviny a jatra . Vypreparované reprodukéni organy
byly ocistény, zvazeny na analytickych vahach a konkrétni hodnoty byly zpracovany
statistickou analyzou. K ziskani spermii byly zpracovany caudy epididymis (ocas)
z obou epididymis. Pravé testes bylo uchovano na extrakci celkové RNA, DNA

a proteinii a levé bylo vyuZito pro histologickou analyzu.

3.3 Izolace a priprava spermii

U experimentalnich i kontrolnich skupin mysi byly k ziskani spermii pouzity
cauda epididymis zlevého a pravého epididymis. Cauda epididymis byly vloZeny
do 1 ml PBS vyhtatého na 37°C v mikrozkumavce. Pomoci ntizek byly jednotlivé ¢asti
tkané nastiihany pro snaz$i vyplaveni spermii do roztoku. Dale probihala inkubace
v5% CO, inkubatoru pti stalé teplot¢ 37 °C po dobu 10-15 minut s obcasnym

protfepanim. Po vyplaveni spermii do media byla bunétna suspenze zfiltrovana pies
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sito o velikosti 30 um (Partec) do cisté zkumavky a objem byl doplnén do 1 ml PBS.

Tato suspenze byla pouzita pro naslednou analyzu.

3.4 Koncentrace spermii

K urceni koncentrace spermii bylo odebrano 10 pl bunécné suspenze, ktera byla
10x nafedéna pro stanoveni koncentrace v Blirkerové hematocytometrické komurce dle
doporuceni vyrobce. Do této komuirky bylo naneseno 10 pl nafedéné suspenze spermii
apomoci svételného mikroskopu (Nikon E400 Eclipse) byly buinky pocitany

pii 400 - nasobném zvétSeni.

3.5 Zivotnost spermii-viabilita

Kur€eni zivotnosti spermii bylo odebrano 10 pl bunécné suspenze. Ta byla
smichana se 190 ul HEPES vazebného pufru a 1 pl SYBR14 z kitu Live/Dead sperm
viability. Smés byla inkubovana pti 37°C po dobu 10 minut a nasledné bylo ptidano
100 pl DPBS (Gibco). Viabilita spermii byla méfena prutokovym cytometrem LSRII

(Becton Dickinson), hodnoceno bylo minimalné 15 000 udalosti.

3.6 Hodnoceni apoptotického stavu spermii

Khodnoceni apoptotického stavu spermii byl pouzit kit APO-AF
(Annexin V - FITC Apoptosis Detection kit, Sigma-Aldrich). Pro analyzu byl pouzit
upraveny protokol vyrobce, a to: 100 pl 1x koncentrovaného vazebného pufru, 1 pl
roztoku annexinu V a 1 pl bunééné suspenze odebrané z pelety po centifugaci vzorku
pii 300 g po dobu 5 minut. Pfipraveny vzorek byl po dobu 15 minut inkubovéan v temnu
pfi pokojové teploté. Po disledném resuspendovani bylo odebrano 2 x 10 pl a nakapano
na podlozni sklo. Tento preparat byl v temnu usuSen pii 37 °C. Po zaschnuti kapek byl
preparat oplachnut destilovanou vodou, rychle osusen a na sklicko bylo naneseno
montovaci médium obsahujici DAPI pro barveni jaderné DNA (Vectashield with
Dapi,Vector Laboratories) s naslednym piekrytim krycim sklickem.

Timto zplGsobem piipravené mikroskopické preparaty byly hodnoceny pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu Nikon Eclipse E400 a objektivu Plan Apo VC
60X s imerznim olejem. Kazdy snimek byl nasniman kamerou CCD VDS1300
(Vosskiihler) a softwaru NIS — Elements AR (Laboratory Imaging). Hodnoceno bylo

vzdy minimalné 200 bung¢k.
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3.7 Morfologie spermii a separace hlavi¢ky

Pro hodnoceni morfologického stavu mySich spermii bylo 10 ul bunééné
suspenze nakapano na podlozni sklo, zafixovano pii teplot¢ 37°C v termostatu
a barveno podle protokolu vyrobce pomoci Spermac Stain systému (Ferti Pro). Vyuzit
byl fazovy kontrast pii 600 — nasobném zvétSeni. Hodnoceno bylo minimalné
200 bunék jak pro stanoveni morfologie spermii (hlavicek), tak pro stanoveni poctu

oddé€lenych hlavicek od biciki.

3.8 Zastoupeni protamini Vv hlavickach mysich spermii

Pro testovani mnozstvi protaminti vV hlavickéach spermie bylo vyuzito 10 pl
bunécéné suspenze nakapané na podlozni sklo. Po zaschnuti na vzduchu byl preparat
fixovan v roztoku methanol: kyselina octova (3:1) po dobu 10 minut pii 4°C. Po fixaci
bylo skli¢ko 5 minut oplachovano Mc’Illvainovym pufrem (pH 7.0). Po dobu 20 minut
pti 37°C byly spermie obarveny pomoci roztoku chromomycinu A3 (CMAS3,
Sigma - Aldrich). Preparaty se nasledné¢ promyvaly 2x po dobu 5 minut
v Mc’lllvainové pufru a 1x v deionizované vod¢. Po rychlém osuseni bylo na preparaty
naneseno montovaci médium obsahujici DAPI pro barveni jaderné DNA (Vectashield
with DAPI, Vector Laboratories). Preparaty byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho
mikroskopu (Nikon Eclipse E-400) s objektivem Plan Apo VC 60x s imerznim olejem.
Chromomycin A3 barvi struktury nukleoprotein- histonuv jadie spermie. Byly
pocitany pozitivné znacené bunky chromomycinem A3 znacici nepfitomnost protaminti

Vv hlavi¢ce spermie. Bylo hodnoceno minimalné 200 bun¢k.

3.9 Priprava histologickych preparati

Na piipravu histologickych preparati bylo pouzito levé testes samctl
z kontrolnich a experimentalnich skupin. Testes bylo fixovano v 10% formalinu
po dobu 48 hodin a nasledné¢ promyto v PBS po dobu 4 hodin. Stejny ¢as byla tkan
promyvana nejprve v 25% ethanolu, poté v 50% ethanolu a na zavér v 70% ethanolu.
Takto ptipravené testes bylo vlozeno do kazet (Tissue tek, Sakura) a ndsledné
do odvodnovaciho procesoru IKEM like, Formol/Ethanol START RMS. Odvodiovani
probihalo v jednotlivych krocich podle Tab. 1. Vzorek byl poté zalit parafinem
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(Histovax). Takto pfipravena tkan byla fezana mikrotomem na fezy o tloust’ce 6-8 um,
které byly nasledn¢ umistény na podlozni sklicko a nechaly se na néj ptilnout.

Aby mohla byt provedena histologicka analyza, musely fezy byt nejprve zbaveny
parafinu. To bylo provedeno pomoci roztoku diasolv (3x10 minut). Poté byly vzorky
rehydratovany v sestupné koncentra¢ni fadé¢ ethanolu (100%, 96%, 90%, 80%, 70%,
50% ethanol, kazdy po dobu 5 minut) a nakonec v destilované vod¢ po dobu 10 minut.

Po rehydrataci byly vzorky barveny pomoci roztoku Mayeriv Haematoxilin
(Dia - Path) po dobu 40 sekund pro obarveni bunéénych jader. Nasledovalo oplachnuti
vzorkd ve vodé a poté v kyselém alkoholu (96% ethanol + HCI) pro odbarveni okolni
tkan¢. Nasledné byly vzorky barveny po dobu 5 sekund 0.5% Eosinem Goy (Dia-Path).
Nejprve byly vzorky oplachnuty destilovanou vodou, poté odvodnény ve vzestupné
fadé¢ ethanolu (70%, 80%, 90%, 96%) a nakonec v 100% ethanolu po dobu 5 minut.
Nasledné byly vzorky projasnény pomoci xylénu (2X 3 minuty). Poté byly vzorky
ihned zality do montovaciho média. Histopatologicky stav testikularni tkané byl
hodnocen pod svételnym mikroskopem (Olympus, zvétseni 200x). Bylo hodnoceno
celkem 100 semenotvornych kanalkd na vzorek. Bylo poéitano procentualni zastoupeni
normalnich a patologickych kanalkli. Pro kazdou experimentalni a kontrolni skupinu
bylo hodnoceno 8 vzorkii. Pro vyhodnoceni byly pofizeny snimky histologickych
preparati svételnym mikroskopem Olympus s kamerou Olympus IX81 pifi 200x

zvetSeni.
Chemikalie Cas Teplota (°C) Tlak/Vakuum
4% Formalin 15 min Okolni
70% Ethanol 1h 37 P/V
100% Ethanol 1h 37 P/V
100% Ethanol 1h 37 P/V
100% Ethanol 1h 37 P/V
50% Ethanol/50% 1h 37 P/V
Isopropanol
50% Ethanol/50% 1h 37 P/V
Isopropanol
Xylene 1lh 37 PIV
Xylene 1h 37 P/V
Xylene 1lh 37 PIV
Histovax 1 h 30 min 62 P/V
Histovax 2h 62 P/V
Histovax 2h 62 PIV

Tab. 1- Jednotlivé kroky odvodnovaciho procesoru
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3.10 TUNEL analyza na histologickych Fezech testes

TUNEL je metoda, ktera umoziiuje detekovat apoptotické bunky tak, ze znaci
fragmentovanou DNA. Ke zna¢eni DNA dochazi inkorporovanim fluoresceinem
znacenych nukleotidd na 3°-OH konec DNA. TUNEL metoda byla provedena
na histologickych fezech testes pomoci kitu DeadEnd Fluorometric TUNEL system
(Promega Co), obsahujici: ekvilibra¢ni pufr, SCC pufr, TdT enzym a nukleotidovy mix.
Histologické fezy byly odparafinovany (viz vySe) a promyty v PBS 5 minut pii
pokojové teploté. Nasledn¢ byli fixovany v 10% formalinu 15 minut v lednici. Poté
byly 3x promyty PBS po dobu 5 minut.

V kazdém experimentu byl jeden vzorek pouzit jako pozitivni kontrola. Tento
vzorek byl inkubovan v 100 pul DNAsa pufru (Fermentas) a nésledné¢ inkubovéan
po dobu 5 minut pii pokojové teploté. Preparat byl dale inkubovan v 100 pul DNAsa
pufru obsahujici 0.5 pul enzymu DNAsa I. Nasledné byl vzorek 4x dikladné oplachnut
destilovanou vodou a poté ekvilibrovan spolu s experimentalnimi vzorky 10 minut
v 100 pl ekvilibraéniho pufru.

Experimentalni fezy i fezy predstavujici pozitivni kontrolu byly inkubovany
v 50 pl smési, ktera obsahovala: 45 ul ekvilibra¢niho pufru, 5 pl nukleotidového mixu
al pl TdT enzym (terminalni deoxynukleotidyl transferaza). Negativni kontrola byla
oSetfena stejnym zplsobem jako experimentélni vzorky s tim rozdilem, Ze misto TdT
enzymu byl pfidan 1 pl destilované vody. Vzorky byly inkubovany ve vlhké komirce
Vv termostatu pii 37°C po dobu 60 minut. Po této inkubaci byla reakce zastavena pomoci
2x koncentrovaného SCC pufru (15 minut pfi pokojové teploté).

Vzorky byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse E400
s pouzitim objektivu 10x Plan Apo VC. Kazdy snimek byl nasnimdn kamerou CCD
VDS1300 (Vosskiihler) a softwaru NIS — Elements AR (Laboratory Imaging).
V kazdém ftezu byly pocitiny TUNEL pozitivni builky na pocet semenotvornych
kanalkti. Hodnoceno bylo 10 nezavislych ploch fezu testes. Pro kazdou experimentalni
a kontrolni skupinu bylo hodnoceno 8 vzorkt a pii kazdém experimentu byla provedena

pozitivni a negativni kontrola.
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3.11 Extrakce jadernych proteint protamini

K extrakci protamini byla pouzita peleta obsahujici 4x10° spermii. Bunky byly
resuspendovany v 56 ul permeabilizaéniho pufru (20 mM Tris-HCI (pH 8),
2 mM MgCl, 0.5 % Triton Tx-100). Smés byla centrifugovana pii 9000 g, po dobu
5 minut pii 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta byla nésledné resuspendovana v 56
ul roztoku 1 mM PMSF (inhibice proteaz). Smés byla stocena pii 9000 g, po dobu
5 minut pii 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta byla dikladné resuspendovana
v 15 pl extrakéniho roztoku (1 mM PMSF, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl). Poté
bylo ptidano 15 pl denatura¢niho roztoku (575 mM DTT, 6 M GuHCI) a smés byla
resuspendovana. Nasledné bylo ptidano 15 ul roztoku 0.8% vinylpyridinu (inhibice
cystein-disulfidickych mdstki) a smés byla inkubovana po dobu 30 minut v 37°C,
ve tm¢ s opakovanym promichanim v 5 minutovych intervalech. Pro vysrazeni DNA
bylo ke smési ptidano 250 pl 100% ethanolu o teplot¢ -20°C a tato smés byla
inkubovana po dobu 2 hodin pfi teploté -20°C a poté byla stocena pii 13000 g po dobu
15 minut pfi 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta byla resupendovana
v 143 pul 0.5 M HCI. Smés byla inkubovéna po dobu 5 minut v 37°C, promichéana a op¢t
inkubovana po dobu 2 minut pti 37°C. Smés byla centifugovana pti 17600 g po dobu
10 minut pii 4°C. Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky a peleta odsahujici
DNA byla uschovana pfi teploté -20°C k dal§imu moznému pouziti. K supernatantu
bylo ptidano 36 pl TCA a smés byla inkubovana po dobu 10 minut pii 4°C a kazdé
2 minuty byla smés protfepana. Nasledné byla smés stoCena pii 17600 g po dobu
10 minut pii 4°C. Supernatant byl odstranén a Kpelet¢ bylo pfidano 143 pl
1% b-mercaptoethanolu v acetonu. Vzorky byly suseny ve vakuovém koncentratoru
(Eppendorf) 10 minut pii 4°C. UsuSeny vzorek byl resuspendovan ve 12 pl vzorkového
pufru (5.5 M urea, 20% b-mercaptoethanol a 5% kyselina octova) a pouzit
pro elektroforetickou separaci proteint. VSechny vySe uvedené chemikalie byly
zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich.

3.12 Rozdéleni a analyza jadernych proteinii spermii

Bazick¢ jaderné proteiny byly analyzovany pomoci  kyselého-urea
polyakrylamidového gelu obsahujiciho 2.5 M ureu, 12.5 mM thioureu, 0.9 M kyselinu
octovou, 15% akrylamidu, 0.1% bis-akrylamidu a 0.12% H,0O,. Po polymerizaci gelu

byla sestavena elektroforeticka sada, gely byly ekvilibrovany v elektrodovém pufru
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(0.9 M kyselina octova) po dobu 5 minut. Z kazdého vzorku bylo pouzito 2.5 ul na
jamku a do volnych pozic bylo naneseno 5 pl vzorkového pufru obsahujiciho
10 % methyl green pro barevnou vizualizaci prubéhu elektroforézy. Separace vzorki
probihala s obracenou polaritou po dobu 90 minut pii konstantnim napéti 110 V.
Separované vzorky byly obarveny pomoci EZblue barviciho roztoku a nasledné byl
pro kazdy vzorek hodnocen pomér denzit jednotlivych bandi odpovidajicich P1 a P2
(Image-J software). Vsechny vyse uvedené chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-

Aldrich mimo kyseliny octové (Lachner).

3.13 Izolace RNA

Pro izolaci RNA z pravého testes byl pouzit kit — Tri Reagent (Sigma-Aldrich).
Tkan, ke které byl pfidan 1 ml Tri Reagentu byla nejprve homogenizovana
Vv homogenizatoru (Precellys 24, Bertin Technologies). Po tomto kroku nasledovala
pétiminutova inkubace v pokojové teploté. Po piidani 0.1 ml bromchlor propanu byla
provedena inkubace s timto reagens po dobu 15 minu pfi pokojové teploté. Vznikla
smés byla centrifugovana 15 minut pfi 12 000 g a 4°C. Tento krok umoznil rozdéleni
vzorku do tfi barevné odliSitelnych fazi — spodni cervend odpovidd proteiniim,
ve stiedni frakci je soustiedéna DNA a horni vodnéd faze ptedstavuje pozadovanou
RNA.

Ve sterilnim boxu (PCR box, BioTech) byla horni faze pfenesena do Cisté sterilni
zkumavky, bylo k ni ptidano 0.5 ml rozpoustédla isopropanolu, smés byla promichana
a centrifugovana pii 12 000 g, 10 minut a 4°C. Na boku a dnu zkumavky byl po stoceni
utvoren RNA precipitat. Supernatant byl odstranén a peleta byla promyta v1 mi
75% ethanolu. Resuspendovand suspenze byla centrifugovana v 7500 g po dobu
5 minut pii 4°C. Vznikly supernatant byl odstranén a peleta byla suSena na vzduchu
v boxu 10 minut. Po této dobé& byla peleta rozpusténa v 40 ul ,RNA/DNA free water*.
Izolace RNA byla provedena individualné pro kazdého jedince ve skuping.

Bylo provedeno piecisténi vzorki od DNA a dalSich kontaminaci. Na 10 pl
vyizolované RNA bylo pouzito 4 pl 10x koncentrovaného reakéniho pufru pro enzym
DNAsa | (Fermentas), 4 ul enzymu DNAsa | (Fermentas), 22 ul ,,RNA/DNA free
water” (Fermentas). Vysledné smési byly inkubovany 37°C 30 minut. Nasledné bylo
pfidano 40 pul precipitaéniho ¢inidla 8M LiCl a smés byla inkubovana ptes noc v -20°C.
V dalsim kroku se vzorky centrifugovaly pii 20 814 g, 30 minut pti 4°C. Supernatant
byl odstranén a peleta s RNA byla promyta v 1 ml 80% ethanolu. Smés byla opét
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centrifugovana pii 20 814 g, 30 minut pti 4°C. Ethanolovy supernatant byl odstranén
a zbytky se nechaly odpafit na vzduchu po dobu 10 minut. Peleta byla nasledné

resuspendovana v 20 ul 1x koncentrovaného TE a byla uloZena do -70°C.

3.14 Stanoveni koncentrace a kvality RNA

Celkova koncentrace a Cistota jednotlivych vzorkii RNA byla kontrolovana
na spektrofotometru (Helios o, Thermo Elektron Corporation). Koncentrace RNA,
popiipad¢ i DNA byla méfena pii 260 nm (Azgp). Dalsi dulezitou veli¢inou je hodnota
koncentrace proteinti, méfenych pii 280 nm (Azgo), coZ je vyuzito pii stanovovani
Cistoty vzorku. Pokud se pomér mezi Azso/Azgo pohybuje mezi 1.8 az 2.0 jedna
se 0 vysoce kvalitni vzorek RNA (DNA). Vzorky s pomérem pohybujici se nad hodnotu
1.8 byly pouzity k dalSim analyzdm. Koncentrace daného vzorku byla stanovena
pomoci absorbance pii 260 nm.

Pro zjisténi, zda nedoslo k degradaci RNA, ktera by zkreslovala vysledky gPCR,
bylo vyuzito kitu DNF-471 (Advanced Analytical). Kontrolni a experimentalni vzorky
vyizolované RNA byly 20x nafedény TE pufrem a byly podrobeny analyze na pfistroji
Fragment Analyzer (Advanced Analytical). Ten vyuziva k zméfeni intaktnosti RNA
pomér mezi malou a velkou podjednotkou - 18S/28S rRNA (RNA integrity
number - RIN nebo RQN). Tento pomér se u nedegradovaného vzorku RNA, pohybuje
v rozmezi 0d 7-10 (Obr. 12). VSechny vzorky pouzité v dal$ich pokusech mély hodnotu
RQN vyssi nez 9.0 (Obr. 13).

B4: 7013
RQN: 9.5

8319
7000+
6000 -

5000-

RFU

4000 -

3000-

1626 - —

T T ] i
00:00 10:00 20:00 30:00 40:01

Obr. 12 - Graf znazornujici pomér podjednotek 18S/28S rRNA urcujici intaktnost
daného vzorku, hodnota RQN=9.5
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Obr. 13 — Elektroforeticky gel urcujici stupent degradace RNA jednotlivych
vzorki. VSechny pouzité vzorky mély hodnoty RQN > 9.0

3.15 Reverzni transkripce (syntéza cDNA)

Pro syntézu cDNA byly pouzity 2 pg vyizolované RNA. K té¢ byl ptfidan
1 ul oligo(dT) + nahodnych primer (Promega) a vSe bylo doplnéno ,,RNA/DNA free
water” (Fermentas) do 12.5 ul. Takto pfipravena smés byla inkubovana 5 minut v 65°C.
V dal$im kroku byly pfidany 4 pl 5x koncentrovaného reakéniho pufru pro M-MuLV
reversni transkriptazu (Fermentas), 0.5 pl Inhibitoru RiboLock (Fermentas), 0.5 ul RNA
Spiku (TATAA Biocenter), 2 ul 10 nM dNTP (Fermentas) a 1 ul M-MuLV reverzni
transkriptazy (Fermentas). Vysledna smés byla inkubovana pii 42°C 60 minut
anasledn¢ 70°C 10 minut v termocykleru (Techne Touchgene Gradient PCR Thermal
Cycler, Labrecyclers). Po ukonéeni reakce byly jednotlivé vzorky zchlazeny na teplotu
4°C a ulozeny do -20°C.
Mimoto byla pfipravena tzv. RT  kontrola pro odhaleni pfipadné kontaminace
genomickou DNA, ktera by se mohla nespecificky amplifikovat a tim falesné zkreslovat
vysledky. RT kontrola byla piipravena obdobné jako experimentalni vzorky s tim
rozdilem, Zze misto 1 pl M-MuLV reverzni transkriptazy bylo pfidano 1 ul ,,RNA/DNA

free water.

3.16 Real Time quantitative PCR (RT-qPCR)

Na RT-qPCR byla pouzita 10x fedénd cDNA vznikld pomoci metody reversni

transkripce a ptislusné primery nafedéné na koncentraci 10 umol. Pouzité primery jsou
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uvedeny v Tab. 2. RT-qPCR reakce byla provedena v 384 jamkovych destickach
(384 - PCR well plates, BioRad) v sterilnim boxu (PCR box, BioTech). Na jednu reakci
bylo pouzito: 2 pul 10x fedéné cDNA, 5 ul SYBR Green Master Mix (Fermentas),
2 ul ,RNA/DNA free water, 1 ul primeru. VSechny tyto reakce byly provedeny
v dubletech v termocykleru (CFX 384 — gPCR cycler,BioRad). Prib¢h reakce je uveden
v Tab. 3.

Pro kontrolu spravného nasednuti primerti, a zdali primery netvoii tzv.
,primery - dimery“ byla vytvofena tzv. NTC (non-template control). NTC byla
pfipravena obdobné jako experimentdlni vzorky Stim rozdilem, ze nebyla ptfidana
cDNA, ale na misto toho ,,RNA/DNA free water.

Z naméfenych Ct hodnot byla vypocitana relativni exprese mMRNA v daném vzorku
podle vzorce 244 (Jozefczuk a Adjaye, 2011), kdy kontrola byla stanovena na 100%.
Experimentalni vzorky byly vztazeny ke kontrolnim. Pro normalizaci naméfenych
hodnot byly pouzity hodnoty naméfené pro referenéni geny Actb-aktin
a Ppia - peptidylprolil isomerasa A, které byly zprumérované. Tyto tzv. provozni geny
(,,housekeeping geny“), byly vybrany z péti kandidatnich gend. Analyzy se zGcastnily
geny: actin B, peptidylprolil isomerasa A, hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferasa, tubulin B a ribosomalni komplex pro podjednotku
18S rRNA. Nejvhodnéjsi referenéni geny byly vybrany pomoci programu NormFinder
(GenEx), ktery pouziva matematické algoritmy pro stanoveni nejvhodnégjsiho

(stabilniho) referen¢niho genu pro analyzu (Graf 1).

Gen Nukleotidova sekvence Velikost produktu PCR
(bp)
Actb 5 -CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT-3' 100
5 -CGTCACACTTCATGATGGAATTGA- 3'
Ar 5'-GGACCATGTTTTACCCATCG- 3' 171
5 -TCGTTTCTGCTGGCACATAG- 3'
Bcl2 5'-CAGGGAGATGTCACCCCTGGTGG- 3' 104
5 -AGGCATCCCAGCCTCCGTTATCC- 3
Ccnal 5-TTGCAGCTTGTCGGGACAGCA-3' 80
5 -ACAAACTCATCCACGTCGGGCG- 3
Fshr 5 -GGAGCCTCTGGGCCAGTCGT- 3' 108
5 -GCGGTATGTTGACCTGGCCCTC- 3
Gjal 5 -TTTGGCGTGCCGGCTTCACTTT-3' 113
5'-CTCCGGCCGTGGAGTAGGCTT-3'
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Grth 5 -TACTTTGGGGAGGCGACGCC-3' 85
5 -AGGTTCTTCCTGGGGTGGACGA-3'
Meigl 5 -TCTGCACTGAGTCTGGTCGTCGA- 3' 144
5 -TCCTCTGACCATTTCTTGGCACGA- 3'
PPIA 5 -AGCTCTGAGCACTGGAGAGA- 3 158
5'-GCCAGGACCTGTATGCTTTA- 3
Prml 5-ACAGGTTGGCTGGCTCGACC-3' 90
5 -CGGCAGCATCGGTATCTGGCC-3'
Prm2 5-CCAGGGGCCTGGACAAGACC-3 112
5-TCTGTGGTGGTGGTGGCCCC- 3
p21 5 -CCGCCGCGGTGTCAGAGTCTA- 3 120
5' -CTGTGCGGAACAGGTCGGAC- 3'
p53 5 -ATGGCTTCCACCTGGGCTTCCTG- 3 119
5' -CCACAACTGCACAGGGCACGT- 3
p450scc 5 -AGGTGTAGCTCAGGACTTCA- 3 370
5-AGGAGGCTATAAAGGACACC- 3
Sox8 5 -AAGACCCTAGGCAAGCTGTGGCG-3 147
5 -GCCAGTCTTCACACTCTTCCTTCGC-3'
Star 5 -CATCCAGCAGGGAGAGGTGGCT- 3 133
5'-CACCTTGCCCACATCTGGCACC- 3
Sycpl 5 -GCCCATGCTCGAACAG GTTGC- 3 98
5 -ACAGTCTGCTCATTGGCTCTGAA- 3'
Sycp3 5'-GGACAGCGACAGCTCACCGG- 3 90
5 -GGTGGCTTCCCAGATTTCCCAGA- 3
Tnpl 5'-CCGAGCTCCTCACAAG GGCGT- 3' 140
5 -CAGGGCAGAGCTCATTGCCGC- 3'
Tnp2 5'-CCTGCAAGACCCAGCCACCG- 3 94
5 -GTTTCCGCCTCCTGACGGCC- 3'
Vegfa 5 -TGCTCTCTTGGGTGCACTGGAC- 3' 147
5 -GACGGCAGTAGCTTCGCTGGT- 3
Witl 5 -GGCGCTTTGAGGGGTCCGAC- 3 205
5 -AAAGTGGGCGGAGCACCGAC- 3
Tab. 2 — Sekvence pouzitych primert
Krok Teplota (°C) Cas Pocet cykli
Pocatecni 95 10 min 1
denaturace
Denaturace 95 15s 35
Hybridizace 60 30s 35
(nasednuti primert)
Prodluzovani 75 30s 35

Tab. 3 — jednotlivé kroky RT-PCR
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Graf 1 — Vybér referen¢niho genu v programu NormFinder

3.17 Statisticka analyza

Statisticka analyza experimentalnich dat byla provedena pomoci programu
Graphpad Prism 5.0 (GraphPad, Software) a STATISTICA 7.0 (Statsoft).

Vahy jednotlivych organti a anogenitalni vzdalenost byly srovnavany metodou
analyzy kovariace (ANCOVA), jako kovariat byla pouzita vdha téla. Jednotlivé
parametry spermii, metoda TUNEL a stéjn¢ tak data z analyzy genové exprese byly
porovnavany mezi experimentalni a kontrolni skupinou neparovym Mann-Whitney
U - testem. Pro zjisténi korelace mezi jednotlivymi sety dat byl vypocitan Pearsontv
korelacni koeficient (r). Hodnota P mensi nez 0.05 byla oznafena za statisticky
signifikantni (¥*p < 0.05, **p < 0.01 a ***p <0.001, ****p < 0.0001).
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4. Vysledky:

4.1 VysledKky in vivo studie provedené na FVB mySich

Vysledky této in vivo studie se zabyvaji studiem vlivu DM na reprodukéni
parametry a expresi testikuldrnich genti u samcti mys$i z inbredniho kmene FVB.
Experimentalni skupina suméle navozenym DM byla porovndvéana s kontrolni

skupinou mysich samcu.

4.2 Pocet potomkii, vaha téla a organi

Diabetické prostfedi nemélo zadny vliv na pocet potomkl ve vrhu v parentdlni
generaci. Stejn¢ tak pomér samci a samic se neliSil mezi experimentalni a kontrolni
skupinou.

Byla méfena anogenitalni vzdalenost (AGD). Déle byla vdZena hmotnost téla
zvitat, jednotlivych reprodukénich organi, jater a ledvin. Srovnavani byli diabeticti
samci (DIA) z parentalni (P) generace s kontrolni skupinou mysi (Kontrola).

Diabetické prostfedi mélo vliv na anogenitalni vzdalenost, hmotnost téla samct
avahu nékterych organt. Bylo pozorovano signifikantni zmenseni (p < 0.001)
anogenitalni vzdalenosti u diabetickych samct o 15%. Hmotnost téla diabetickych mysi
byla také statisticky zménéna (p < 0.0001), a to snizena o 20% v porovnani s kontrolni
skupinou. Byly zaznamenany signifikantni zmény vahy testes (p < 0.05) a semennych
vakid (p < 0.0001) u diabetické skupiny. U testes doslo k snizeni o 9%, u semennych
vakt bylo pozorovano snizeni o 31%. Byly pozorovany minimalni rozdily v hmotnosti
nadvarlat (epididimu) mezi dvémi testovanymi skupinami. Dale byly pozorovany
statisticky vyznamné zmény ve vahach prostaty (p < 0.01), které se projevovaly
snizenim vahy 019% u experimentilnich zvifat. Hmotnost jednéch z hlavnich
metabolickych a endokrinnich organti jater a ledvin, byla také vyznamné zménéna.
V porovnani s kontrolni skupinou bylo sledovano signifikantni zvyseni (p < 0.0001)
hmotnosti jater 0 18% u diabetickych samci. Stejné tak tomu bylo u ledvin, u kterych
se zvySeni hmotnosti 0 30% projevilo také jako statisticky vyznamné (p < 0.0001).

Vysledky anogenitalni vzdalenosti a vahy jednotlivych organti diabetické

a kontrolni skupiny mysi jsou zobrazeny v Obr. 14,
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Obr. 14 — Grafické znazornéni anogenitalni vzdalenosti, vahy téla a organti. Mean+SD.
Kontrolni skupina N=15, Diabetickd skupina N=13. (*p < 0.05, **p < 0.01
a***p <0.001, **** p < 0.0001)
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4.3 Parametry spermii

Mikroskopickymi technikami byla hodnocena koncentrace, zivotnost,
morfologie a separace hlavicky spermii, protaminace jadra spermie a apoptoticky stav
(Obr. 16).

Byly pozorovany signifikantni zmény (p < 0.05) v koncentraci spermii u diabetické
skupiny mys$i srovndvané s kontrolni. U experimentalnich zvifat byla zjiSténa Snizena
koncentrace spermii, a to zhruba o 40%. RovnéZz Zivotnost spermii (viabilita) byla
signifikantn¢ snizena (p < 0.001) u diabetické skupiny Vv porovnani s kontrolni skupinou
(o vice jak 20%).

Morfologie spermie, rozumi se mnozstvi spermii s normalnim a abnormalnim
tvarem hlavi¢ek, nebyla statisticky pozménéna mezi testovanymi skupinami.
Ani separace hlavi¢ek spermii nebyla signifikantné zménéna u diabetickych zvitat
V porovnani s kontrolou.

Dalsim markerem fertility je zastoupeni jadernych proteinti protaminti v hlavicce
spermie. Procentualni zastoupeni pozitivnich bunék s obsahem protamint v jadie bylo
hodnoceno u spermii u obou skupin zvifat. Asi 2% snizeni po¢tu bunék s pozitivnim
znaCenim na zastoupeni protamint bylo detekovano u diabetické skupiny,
coz se projevilo jako statisticky signifikantni Vv porovnani se skupinou kontrolni
(p <0.001).

Apoptoticky stav spermii byl hodnocen pomoci annexinu V. U diabetickych mysi
bylo zaznamenano zvySeni poctu pozitivné znacenych spermii (o 16%) v porovnani
s kontrolnimi zvitaty, které se statisticky potvrdilo (p < 0.05).

VSechny vysledky hodnoceni jednotlivych parametri spermii jsou shrnuty

v Obr. 15.
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Obr. 15 — Grafické znazornéni hodnocenych parametri spermii: koncentrace,
zivotnost, morfologie hlavi¢ky, separace hlavicky spermie, chromomycin A3 negativni
spermie na zastoupeni protaminti, annexin V pozitivni spermie. Mean+SD. Kontrolni

skupina N=15, Diabeticka skupina N=13. (*p < 0.05, ***p <0.001)
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Obr. 16 — Mikroskopické preparaty spermii snimané fluorescenénim mikroskopem

(a,b) a pod fazovym kontrastem (c-€) (zvétseno 600x); a) Barveni chromomycinem A3;
b) Barveni annexinem V; c¢) Spermie s normalni morfologii; d) Separovana hlavicka
spermie (Sipka znazoriiuje separovanou hlavicku spermie); €) Spermie s abnormalni

morfologii
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4.4 Histologicka analyza

Histologicka analyza byla provedena na fezech testes. Pod svételnym mikroskopem
byla hodnocena morfologie semenotvornych kanalkli a pribéh spermatogeneze.
U diabetické skupiny byly zaznamenany viditelné defekty a patologické zmény
v morfologii semenotvornych kandlkid. Pocet morfologicky defektnich kanalkt
u jednotlivych zvitat je uveden v Tab. 4. Patologie vyskytujici se pfevazné u mysi
z DIA skupiny byly - prazdné kanalky; kanalky s neorganizovanymi bunéénymi typy
bez lumen a defektni kanalky bez standardniho rozdéleni bunék na spermatogonie,
spermatocyty a spermatidy. Rovnéz pribéh spermatogeneze byl u nékterych
diabetickych mysi naruSen (Obr. 17). Data ziskana z morfologické analyzy a hodnoceni
koncentrace spermii ukdzala u diabetickych mysi pozitivni korelaci mezi témito dvéma

parametry (Graf 2).

Obr. 17 - Histologické fezy testikularni tkané barvené hematoxylinem-eosinem

snimané¢ pod svételnym mikroskopem (zvétSeno 200x); a) Histologicky preparat
normalniho kandlku s pfislusSnymi bunénymi typy a probihajici spermatogenezi;
b-d) Histologické preparaty kanalkd s riznymi patologiemi; (*) Nediferenciované

kanalky bez lumen; (#) Defektni kanalky; (X) Prazdné kanalky
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o Nediferencované (bez
Vzorek Normalni kanalky (%) lumen) kanalky (%) Prazdné kanaky (%) | Defektni kanalky (%)

7132 86 5 0 9

7134 86 6 0 8

7248 90 3 0 7

7277 92 2 0 6

Kontrola 7279 94 2 0 4
7281 68 10 0 22

7322 93 3 0 4

7426 93 2 0 5

7428 88 3 0 9

7007 86 9 0 5

7009 43 21 16 20

7011 78 13 0 9

DIA 7013 89 4 0 7
7014 77 3 0 20

7131 96 2 0 2

7249 90 2 0 8

7283 27 1 2 70

Tab. 4 - Srovnani morfologie semenotvornych kanalku testes u kontrolni a diabetické

skupiny

120

100

[0
o

N
o

Pocet morfologicky normalnich kanalk( (%)
N (o))
o o

Korelace koncentrace spermii a poc¢tu morfologicky normalnich

4 6

kanalkd

8 10

12 14

Koncentrace spermii (1*106)

16 18

Graf 2 - Korelace dat ziskanych z morfologické analyzy a hodnoceni koncentrace

spermii u diabetickych mysi. Data ukazuji pozitivni korelaci mezi dvéma sledovanymi

parametry (r=0.64)

-56 -




4.5 TUNEL analyza

Tato metoda je vyuzivana k zjiSténi poctu bunék s narusenou (fragmentovanou)
DNA, coz je typické pro bunky prochazejici apoptdézou. Analyza byla provedena
na histologickych fezech testikularni tkan¢ (Obr. 18). Graf znazornuje pocet
apoptotickych bun€k na jeden semenotvorny kanalek (Obr. 19). Bylo pozorovano
signifikantni zvySeni po¢tu apoptotickych bunék u diabetické skupiny mysi (p < 0.001)
porovnavané s testikularni tkani kontrolnich mySich samct u parentdlni generace

(0.3425+0.088 vs 0.595+0.116).

Obr. 18 — Mikroskopické preparaty snimané fluorescenénim mikroskopem - TUNEL

analyza (zvétSeno 100x); a) Negativni kontrola- bez enzymu Terminalni
deoxynukleotidyl transferazy (TdT); b) Pozitivni kontrola- pifiddna DNAsa I
c) Experimentalni vzorek. Modra barva zna¢i DNA v jadfe bun¢k pomoci DAPI, zelena

barva znaci apoptotické bunky pomoci FITC
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Obr. 19 — Grafické znazornéni relativnino poc¢tu apoptotickych bunék v testes.
Mean+SD. N=8. (***p < 0.001)

4.6 Pomér jadernych proteini protamini P1/P2 ve spermii

Pomoci zméfeni optické denzity bandii odpovidajicich separovanym protaminiim
(P1 a P2) na polyakrylamidovém gelu byl vypoc¢itan pomér jadernych protaminti P1/P2
pro kazdy vzorek ve skupiné¢ (Obr. 20). U diabetické¢ skupiny byl pomér P1/P2
0.361+0.078, zatimco u kontrolni skupiny byl pomér P1/P2 0.440+0.100 (Obr. 21).
Nicméné, toto snizeni protaminového poméru u diabetické skupiny se neprojevilo jako

statisticky vyznamné (p=0.174).
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Obr. 21 — Grafické znazornéni pomérového zastoupeni P1/P2 ve spermiich. Mean+SD.

Kontrolni skupina N=7, Diabeticka skupina N=9
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4.7 Analyza genové exprese

Analyza genové exprese byla provedena metodou kvantitativni Real Time PCR
(QPCR) s primery pro geny exprimované Se V zarodecné bunééné linii, geny aktivni
Vv Sertoliho buiikach, geny exprimované se V Leydigovych bunkach, geny ucastnici
se odpovéedi na hormonalni produkci a geny majici roli v prib&hu apoptdzy.

Jako reprezentujici geny exprimované v zarodecné bunécné linii byly vybrany geny
Vegfa (Vascular endothelial growth factor A), Gjal (Gap Junction Protein 1), Sycpl
(Synaptonemal complex protein 1), Sycp3 (Synaptonemal complex protein 3), Ccnal
(Cyclin A1), Meigl (Meiosis/ Spermatogenesis associated protein 1), Grth
(Gonadotropin-regulated testicular RNA helicase), Prml (Protamine 1), Prm2
(Protamine 2), Tnpl (Transition protein 1), Tnp2 (Transition protein 2). Jako zastupce
genu aktivnich v Sertoliho bunkach byly pouzity geny Wtl (Wilms tumor protein 1)
a Sox8 (Sex Determining Region Y -Box 8) a v Leydigovych bunkach gen Star
(Steroidogenic Acute Regulatory Protein) a P450scc (Cholesterol side-chain cleavage
enzyme). Jako zastupce gend odpovédi na hormonalni produkci byl vybran gen Ar
(Androgen receptor) a gen Fshr (Follicle stimulating hormone receptor). A jako
zastupci proteinll majici roli v procesu apoptozy byly vybrany geny Bcl-2 (B-cell
leukemia/lymphoma), p21 (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A) a gen p53
pro transkripéni faktor p53 (Tumor Protein P53).

Relativni exprese genu Sycpl byla statisticky sniZzena (p < 0.05) u diabetické
skupiny mysi v porovnani S kontrolnimi, a to zhruba o 20%. Stejny efekt byl pozorovan
u exprese genu Sycp3, kdy diabeticka skupina vykazovala statisticky vyznamné 20%
snizeni oproti kontrole (p < 0.05). ZvySena exprese gent Vegfa , Wtl a Sox8 u dibetické
skupiny nebyla statisticky vyznamnd ve srovnani s kontrolni skupinou. Vliv
diabetického prostiedi na expresi genu Ccnal nebyl detekovan (Obr. 22).

Nebyly pozorovany zadné rozdily mezi diabetickou a kontrolni skupinou u exprese
genu Grth. Stejné tak ani u exprese gent Gjal a Meigl nebyly zaznamenany statisticky
signifikantni zmény mezi testovanymi skupinami (Obr. 22).

Vliv diabetického prostfedi se projevoval u exprese genu Prm 1, Prm 2, Tnpl,
Tnp 2. U diabetickych mysi byl pozorovan signifikantni narast exprese genu Prml
(p < 0.05), o vice nez 35% a genu Prm2 0 23% (p < 0.01). Obdobné signifikantné
zvySené hladiny exprese byly pozorovany u gentt Tnpl a Tnp2 (oba geny p < 0.05)
(Obr. 22).
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U genl ucastnicich se odpovédi na hormonalni produkci nebyly zaznamenany
zadné signifikantni rozdily mezi skupinami. ZvysSend relativni exprese genu Ar
(p =0.210) a genu Fshr (p = 0.210) u diabetické skupiny nebyla statisticky vyznamna.
U dalsich testovanych genii P450scc a Star byly zaznamenany minimalni rozdily
na arovni miry exprese mRNA mezi obéma testovanymi skupinami (Obr. 23).

U diabetické skupiny mysi bylo zaznamenéno signifikantni navyseni exprese genu
p21 (p < 0.05), 0 35% V porovnani s kontrolni skupinou. Tento trend byl zaznamenan
také U genu p53, nicméné se neprojevil jako statisticky vyznamny. V expresi genu Bcl-2

byly pozorovany minimimalni rozdily mezi obéma testovanymi skupinami (Obr. 24).
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Obr. 22 — Grafické znazornéni relativni exprese gend exprimujici se v bunkach
zarode¢né linie (Vegfa, Sycpl, Sycp3, Ccnal, Meigl, Grth, Gjal) a v Sertoliho buiikach
(Wt1, Sox8). Mean+SD. Kontrolni skupina N=9, Diabeticka skupina N=7. (*p < 0.05,
**p <0.01)
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5. Diskuze:

Podle svétové zdravotnické organizace — World health organization (WHO), 347
miliont lidi po celém svété trpi metabolickym onemocnénim diabetes mellitus (DM)
ajeho vyskyt dale stoupa. Predpoklada se, ze do roku 2030 bude diabetes sedmou
nejcastéjs$i chorobou zplsobujici umrti (WHO, 2014). Dalsim problémem nasi populace
je neustdle se zvySujici neplodnost. Jedna se o 15% parQ, které maji problémy
s ot¢hotnénim. Z velké ¢asti (60%) je neplodnost parti pfisuzovana muzskému faktoru
(WHO, 2014). Studium téchto dvou rizikovych faktor se zda byt velice pfinosné
z hlediska prohloubeni poznatkt o vlivu diabetes mellitus na muzskou reprodukci.

Cilem ptedlozené prace bylo zhodnotit vliv metabolické poruchy diabetes mellitus
na reprodukéni parametry a expresi vybranych testikuldrnich genii u mysi s uméle
navozenym diabetes.

Experimentalnim zvifatim (FVB mysi kmen) byla vdavce 100 pg/g zivé
hmotnosti zvifete intraperitonealn¢ injikovana chemicka latka streptozotocin (STZ),
kterd specificky ni¢i B buiky slinivky bfiSni a zplsobuje tak DM 1. typu. Mysi
s hladinou cukru vkrvi vys§i nez 13.9 mmol/L byly povazovany za diabetické
a v diabetickém prostiedi setrvavaly po dobu 6 tydnt. Nasledné, ve véku 14 tydnu, byli
samci usmrceni a podrobeni analyze vlivu DM na reprodukéni zdatnost a s ni spojené
parametry. Diabetickd skupina byla porovnavanas kontrolni zdravou skupinou mysi.
V této studii byla analyzovana pouze parentalni generace.

Streptozotocinem indukovany diabeticky model je Siroce vyuzivan ke studii vlivu
diabetes mellitus. Half-life, neboli polocas rozpadu STZ je velmi kratky (~5-15 min),
coz znamena, ze nemuze fungovat delsi ¢as in vivo. Western blot analyza také ukazala,
ze exprese citlivého markeru poskozeni DNA - yH2AX byla beze zmény po 1 dni,
1 tydnu, i po 4 tydnech od injikovani STZ bez navozeni diabetes. To znamena, Ze nizka
davka (100 pg/g) STZ nezpusobuje poskozeni DNA ve spermiich. Dale bylo zjistovano,
zda nizka davka STZ zplsobuje epigenetické zmény DNA spermii. Bylo nahodné
vybrano 10 methylovanych regionli rozdélenych na riznych chromozomech, které jsou
nejvice ovlivnény paternalnim prediabetes. Analyza ukéazala, Ze Zadny z téchto regionli
ve spermiich nebyl ovlivnén u STZ-zvifat (Wei et al., 2013). Na zaklad¢ téchto
vysledkli mizeme fici, Ze ndmi testované parametry nejsou olivnény prostfednictvim

STZ, ale v disledku pisobeni diabetes mellitus.
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Predlozena studie je zaméfena na testovani kvality spermii, poctu potomkd, vahy
téla a organd, anogenitdlni vzdalenosti (AGD). Daéle se studie zabyva, histopatologii
testikularni tkané¢, apoptotickym stavem bunék testes a V neposledni fad¢ analyzou
exprese geni zodpovédnych za spravny priubéh spermatogeneze Skrze pusobeni
v zarodeénych, Sertoliho a Leydigovych bunkach, ucastnicich se apototickych procest
a odpovédi na hormonalni produkci.

Pied usmrcenim zvifat, byli samci z obou skupin kiizeni s wild type samicemi a byl
sledovan pocet a pomér pohlavi mladat. V nasi studii nebyl zjistén vliv DM na pomér
pohlavi potomkid u diabetickych mysi a stejné tak pocet potomkl nebyl statisticky
pozménén.

Mezi prvnimi znaky odliSujicimi se mezi skupinami myS$i byla véha tcla
diabetickych mysi, kterd se projevovala signifikantnim snizenim o 20% V porovnani
se zdravymi kontrolami (Obr. 14). To mize byt zpisobeno narusenou glukézovou
homeostazi, ktera se projevuje pii diabetes mellitus (Amral et al., 2008). Glukoza, ktera
se bez produkce inzulinu neni schopna dostat do cilové buiiky, nemuze byt dale vyuZita
jako zasobni energeticka latka a organismus diky tomu strada.

DalSim pozménénym parametrem byla anogenitalni vzdalenost a hmotnost
jednotlivych organti. V nasi studii bylo zjisténo, Zze anogenitalni vzdalenost, sekundarni
pohlavni znak savct, byl u diabetickych mysi snizen o 15% (Obr. 14). Navozeny DM
Vv nasi préaci zpisoboval podvyzZivenost dospélych samcii, coz by mohlo zapfiinit
posun, neboli zmenseni anogenitalni vzdalenosti. Déle tento parametr u muzi souvisi
se spravnou hormonalni funkci testes, zejména androgenniho hormonu - testosteronu
(Avidime et al., 2011). Je potvrzeno, ze diabetes mellitus ovliviiuje hladinu sérového
testosteronu (Mallidis et al., 2011; Ballester et al., 2004). Proto i nami sledované snizeni
AGD u diabetickych mysi by mohlo byt zplisobeno snizenym mnoZstvim testosteronu.
Diabetes mellitus, metabolickd porucha projevujici se hyperglykémii a zvySenym
oxidativnim stresem, ma negativni vliv na funkci a morfologii mnoha tkéani
(Yamamoto et al., 2001). U DM, diky nedostatku glukézy v buiikach a vysokému
krevnimu tlaku, dochazi k nefropatii - progresivnimu poskozeni ledvin, které zpisobuje
morfologické zmény ledvinovych glomerulti (Yamamoto et al., 2001). To koresponduje
s faktem, Ze v naSi studii mélo diabetické 6 tydenni prostfedi u mys$i vliv na dalsi
meéfeny organ, ledviny. U této skupiny mysi doslo k zvyseni hmotnosti ledvin o 30%
(Obr. 14).
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Naproti tomu jatra funguji jako ulozisté glukézy a napomadhaji udrzet stdlou
hladinu glukézy v krvi. Jatra v zavislosti na pottebach organti bud’ zpracovavaji anebo
ukladaji energii ve form¢ glukozy, coz je fizeno hormony inzulinem a glukagonem
(Freinderberg et al., 1985). Pravé defekty v inzulinové draze u diabetes mellitus
by mohly vést ke zménam hmotnosti jater, jak bylo ukéazano v naSi studii.
U diabetickych samcti jsme pozorovali 11% zvySeni hmotnosti metabolického
organu - jater (Obr. 14).

Stejné tak jako v nasi studii byly i ve studii Seethalakshmi et al. (1987) pozorované
signifikantni zmény u reprodukénich organi jako je prostata, semenné vaky
a testes porovnani mezi diabetickou a kontrolni skupinou (Obr. 14).

Prostata a semenné vaky jsoureprodukéni organy dilezité pro sekreci specifickych
latek ovliviijicich fertilizaéni schopnost spermii (Mann, 1974). Mnozstvi ejakulatu
uzce souvisi s mnozstvim sekretu semennych vakl a prostaty. U muzi tvofi sekret
semennych vakl nejvétsi cast objemu ejakulatu (50-80%), o néco méné pak prostata
(15-30%). Ve studii Agbaje et al. (2007) mé&lo diabetické prostiedi negativni dopad na
mnozstvi ejakuldtu, kdy mens$i mnozstvi bylo nalezeno u diabetickych pacientl
porovnavanych se zdravymi darci. V nasi studii, u diabetické skupiny doslo ke snizeni
vahy semennych vakd (o 31%) a prostaty (0 19%), coz by mohlo mit negativni dopad
na mnozstvi ejakulatu, ktery je tvofen sekrety ztéchto organt. Dale, by mohlo
diabetické prostiedi ovlivnit zmény v hmotnosti prostaty a semennych vakt v dusledku
snizeni hladiny sérového testosteronu, jehoz sniZeni bylo sledovano u pacientli s DM 1.
typu (Mallidis et al., 2011).

Je ztejmé, Ze spravny vyvoj testes je zdsadni pro zajisténi reprodukcniho potencidlu
jedince. Hmotnost testes ma piimou souvislost s muzskou plodnosti, skrze proces
spermatogeneze. Rychlost produkce spermii a kvalita spermii do zna¢né miry souvisi S
celkovou délkou a primérem semenotvornych kanalkd, ktery zpétné ovliviiuje vahu
testes (Suto, 2008). V dusledku zhorsené morfologie testikularni tkané muze dochazet
ke snizeni celkové hmotnosti testes. Praveé snizena hmotnost testes byla sledovana v nasi
studii, kdy u diabetickych mysi doslo ke snizeni hmotnosti 0 9 % v porovnani
s kontrolnimi samci (Obr. 14).

Jak uz bylo zminéno, funkci testikuldrni tkdné obstaravaji bunky, kterymi
je tvofena. Spermatogeneze vyzaduje pfesnou regulaci riznych bunécnych udalosti,
které se uskutecnuji Vv semenotvornych kanalcich slozenych ze Sertoliho bunék

a vyvijejicich se zarodeénych bunék, obklopenych Leydigovymi a myoidnimi bunkami.
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Pfes specializované buiiky, jako jsou spermatogonie, spermatocyty a spermatidy
se zarode¢né bunky vyviji ve zralou spermii (Gilbert, 2000). Nase histologicka analyza
na fezech testes barvenych hematoxylinem-eosinem potvrdila u poloviny diabetickych
myS$i zhorSenou morfologii testikularni tkané (Tab. 4). Negativni dopad diabetes
mellitus m¢l nejriznéjsi projevy na morfologii semenotvornych kanalkii. U nékterych
mysi doSlo k minimélnimu naruSeni, zatimco u jinych byly sledovany rizné patologie
jako prazdné semenotvorné kanalky bez probihajici spermatogeneze, nediferenciované
kanalky bez lumen nebo napiiklad defektni kandlky s aberantni spermatogenezi
(Obr. 17). Tento negativni projev je v souladu s publikaci, ktera u diabetickych potkani
posuzovala morfologii testikularni tkané. V této studii autofi pozorovali snizeni
priméru semenotvornych kanalkli a zarovén zvySeny pocet prazdnych kanalki
(Caietal.,, 2000). Zvysledki morfologické analyzy vyplyva, Ze nékteré mysi
se s negativnim pusobenim DM vyporadaly lépe nez jiné. Tento jev byl pozorovan
I Upacienti s DM (La Vignera et al., 2013). U mysi, které mély zvySeny pocet
defektnich semenotvornych kandlki, jsme také pozorovali snizenou koncentraci spermii
(Graf 2). Zda se tedy, Ze diabetické prostiedi je schopno negativné ovlivnit morfologii
semenotvornych kanalki, coz ma za néasledek snizenou produkci spermii.

V ramci dal§itho posouzeni patologickych zmén testes, byla vyuzita metoda
TUNEL na stanoveni poctu apoptotickych bunck. NaSe studie detekovala statistické
zvySeni pocétu apoptotickych bunék (p < 0.001) u diabetické skupiny srovnavané
s kontrolni (Obr. 19). Stejny efekt byl popsan v publikaci, ktera analyzovala mnozstvi
apoptotickych bunék u STZ-navozenych diabetickych potkant (Cai et al., 2000).
ZhorSena morfologie a zvySeny pocet bunék podstupujicich programovanou bunécnou
smrt v testes by mohl zpiisobovat zhorSeni kvality spermii, kterd byla pozorovana
u diabetickych mysi. Tato teorie je podpoiena publikaci, kdy ve vzorcich ziskanych
testikularni biopsii neplodnych muzt bylo detekovano vysoké mnozstvi apoptotickych
bungk (Lin et al., 1997).

Kvalita spermii muZe byt hodnocena nékolika parametry. Je prokazéano,
ze koncentrace spermii ovliviiuje reprodukéni potencial jedince. Snizeni koncentrace
spermii je spojovana se snizenou plodnosti i u diabetickych pacientd
(Kim and Moley, 2008). Jednim z nami testovanych parametrti byla pravé koncentrace
epididymalnich spermii. Vyhodnoceni ukazalo statisticky snizenou koncentraci spermii
(p < 0.05) u ovlivnénych mysi, a to o 40%, coz muze vyrazné ovlivnit reprodukéni

schopnost mysi (Obr. 15). Nejvétsi negativni dopad diabetického prostiedi
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na koncentraci spermii byl pozorovan u mysi, u kterych byla sledovdna zhorSena
morfologie semenotvornych kanalkd (Graf 2). Jako dal§i parametr urCujici kvalitu
spermii byla hodnocena viabilita, neboli procentualni zastoupeni zivych spermii.
U diabeticky ovlivnénych mysi doslo ke snizeni po¢tu zivych bunék (o vice jak 20%)
(Obr. 15). Dale bylo zaznamenano snizené procento spermii s morfologicky normalnimi
hlavickami u diabetickych zvitat. Stejné tak bylo pozorovano zvysené mnoZzstvi
separovanych hlavi¢ek spermii diky diabetickému prostiedi. Nicméné, ani u jednoho
parametru, se zmény mezi diabetickou a kontrolni skupinou neprojevily jako statisticky
vyznamné (Obr. 15).

Jako dalsi dulezity reprodukéni parametr byl analyzovan apoptoticky stav spermii.
Jedna se o detekci spermii podstupujicich programovanou buné¢nou smrt. Jako marker
byl pouzit protein annexin V vazajici se na fosfatidylserin, ktery se u apoptotickych
bun¢k vyskytuje vné cytoplazmatické membrany. U diabetickych zvitat byl sledovan
zvySeny pocet epididymalnich spermii (p < 0.05) se znacenym markerem pro rannou
apoptozu o zhruba 16% (Obr. 15). Nas vysledek je v souladu s publikaci O'Neill et al.
(2010), kdeu pacientt s DM 1. typu byl pozorovan zvySeny pocet apoptotickych
spermii v porovnani se zdravymi darci.

Pro posouzeni kvality spermii byl analyzovan dal$i dalezity reprodukéni parametr,
a to zastoupeni jadernych proteind protamint. Tato studie je unikdtni v tom, Ze jako
jedna z prvnich propojuje metabolickou chorobu diabetes mellitus a jeji vliv
na protaminaci spermii. V pfedchozich studiich bylo zjiSténo, ze zmény VvV poméru
protaminu 1 a protaminu 2 (P1/P2) byly nalezeny u jedincii s problémy s plodnosti
(Balhorn et al., 1988). Pravé z tohoto divodu bylo analyzovano, zda ma DM vliv
na plodnost savcl prostfednictvim zastoupeni protaminli ve spermiich. Pomoci znaceni
chromomycinem A3, ktery se vaze na nukleoproteiny — histony, byl detekovan pocet
spermii se snizenim poctem protamint v jadie. V nasi studii byl u diabetickych samct
V porovnani s kontrolnimi sledovan statisticky sniZeni pocet protaminového zastoupeni
u spermii (p < 0.001) (Obr. 15). Touto metodou neni mozné urcit, zda snizené mnozstvi
protaminil. Toto miiZe pomoci odhalit metoda hodnotici pomér P1/P2, kdy podle zmén
V poméru obou protamini se da usuzovat, ¢im je detekovany pokles protaminli ve
polyakrylamidovém gelu, bylo denzitometricky méfeno. Nebyly pozorovany zadné

statisticky vyznamné zmény v poméru P1/P2 mezi diabetickou a kontrolni skupinou
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zvitat (Obr. 21). Z tohoto zavéru lze usuzovat, ze oba protaminy byly snizeny ve stejné
mife a proto nedoslo k ovlivnéni jejich pomérového zastoupeni.

Pro spravnou funkci protamint je dulezitd transkripce a uloZeni transkripti
ve spermatocytech a kulatych spermatidach pro pozdé&jsi translaci v prodluzujicich
spermatidach (Tanaka a Baba, 2005). Je dobré vzit v tvahu, Ze ptvod zmén na
proteinové urovni mize mit souvislost i se zménami na urovni mRNA protaminu 1
a protaminu 2. Z tohoto dtivodu jsme analyzovali expresi geni Prml, Prm2, zdali jsou
néjakym zpusobem ovlivnény. Se spravnou funkci protaminti tzce souvisi proteiny
Tnpl a Tnp2, které napomahdji vazbé protaminiti na vldkno DNA. Dtlezitost téchto
proteini je prokazana studii, kde mysi s mutacemi v genech pro transi¢ni proteiny
(Tnpl™, Tnp2™) mély niz§i uUspéSnost oplodnéni nez wild—type mysi
(Suganuma et al., 2005). V nasi studii vSechny C¢tyfi zminéné geny vykazovaly
statisticky vyznamné zmény mezi diabetickou a kontrolni skupinou (p < 0.05, p <0.01)
(Obr. 22). Ptekvapivé se jednalo o zvySeni exprese protamint a transi¢nich proteint.
Hladina proteinii by spiSe naznacovala sniZenou expresi mRNA, nicméné Urovei
mRNA nemusi odpovidat proteinové urovni. Jednou z moznych hypotéz vysvétlyjicich
zvySenou expresi Prml, Prm2, Tnpl a Tnp2 je, ze doslo k naruSeni jednoho ¢i vice
z mnoha mezikrokii vymény histonti za protaminy. At uz se jedné o ulozeni transkriptt,
translaci proteini ¢i pozd€jsi posttranslaéni modifikace protaminid. Jakykoliv krok
naruSujici inkorporaci protamini na vldkno DNA by mohl zplsobit piipadny
pokles hladiny téchto proteint ve spermiich. Tento efekt by mohl vyvolat kompenzacni
mechanismus, ktery by se projevil zminénou zvySenou expresi mRNA, kterou jsme
pozorovali u diabetickych spermii.

RovnéZ exprese gentl, které hraji vyznamnou roli pfi procesech spermatogeneze,
¢ili utvareni spermie schopné oplodnéni, byla nami testovana. Dal$i anylyzované geny
byly rozdéleny do skupin podle funkce v testikularni tkéni a byl studovan vliv diabetes
mellitus na zmény v mRNA expresi mezi ovlivnénou a kontrolni skupinou.

V prvni skupiné byly zastoupeny geny, které jsou aktivni ve spermatogoniich,
spermatocytech a spermatidach. Dilezitou roli Vv sebeobnové a diferenciaci
spermatogonialnich bunék ma gen Vegfa. Jedna se o gen kodujici protein dilezity pro
angiogenezi, ktery stimuluje endotelialni bunky k proliferaci a diferenciaci
(Caires et al., 2012). Praveé gen Vegfa byl vybran jako zastupce gend, které se podili
na spravné funkci spermatogonii a byla testovana jeho exprese. Zadné signifikantni

rozdily nebyly pozorovany mezi diabetickou a kontrolni skupinou mysi (Obr. 22).
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Synaptonemalni komplex je dilezita struktura uplatiujici se v meidze
pti rekombinaci chromozomii, nebot zipovym zplsobem spojuje homologni
chromozomy. Geny Sycpl a Sycp3 koduji proteiny, které se podileji na sestaveni tohoto
komplexu (Kouznetsova et al., 2011). Analyza relativni genové exprese genu Sycpl
a Sycp3 ukazala statisticky vyznamné snizeni u diabetické skupiny mysi porovnavané
s kontrolnimi zvitaty (p < 0.05) (Obr. 22). Snizené mnozstvi proteinu Sycpl a proteinu
Sycp3 by mohlo zapfii¢init nespravné sestaveni synaptonemalniho komplexu a zpusobit
tak poruchy v rané meidze. Nespravny pribéh meiotického déleni by mohlo zapticinit
nespravné rozdéleni DNA v buikach, coz by vedlo k apoptéze nebo ke vzniku
defektnich spermii. Takovéto naruSeni funkce bunck v testes by mohlo mit negativni
vliv na pribéh spermatogeneze i na kvalitu spermii. Podobny, ikdyz ne statisticky
vyznamny trend vykazovala snizena exprese genu Meigl, ktery se taktéz ucastni
regulace meiozy (Obr. 22). Analyza exprese genu kodujici protein cyklin Al, ktery
se spolu s cyklin-dependentnimi kindzami Gc¢astni regulace bunééného cyklu, neukazala
zadné zmény mezi dvémi testovanymi skupinami (Obr. 22). Mutace v genu pro cyklin
Al (Ccnal’) u mysi zptisobovala defekty v spermatocytech a naslednou apoptézu
Minimalni rozdily mezi diabetickou a kontrolni skupinou byly sledovany u genu Grth
aGjal. Grth je gonadotropiny regulovana testikularni RNA helikaza, jejiz gen
je exprimovan ve spermatocytech, spermatidich a Leydigovych buikach
(Fukushima et al., 2011). Oproti tomu protein Gjal byl nalezen v semenotvornych
kanalcich, kde hraje dulezitou roli ve spermatogenezi a vyvoji testes, kdy jako soucast
tésnych bunéénych spoji pomaha tvofit tzv. ,,blood—testis* bariéru (Li et al., 2016).
Dalsi skupinou testovanych genli jsou geny aktivni v Sertoliho buiikdch. Gen kodujici
transkripcni faktor Sox8 se podili na vzniku testes béhem embryondlniho vyvoje savct.
U dospélct je Sox8 exprimovan specificky v Sertoliho bunkach (O'Bryan et al., 2008).
Dalsim genem exprimovanym v Sertoliho bunkach je gen Wtl. Funkce tohoto genu
je klicova pro spravny vyvoj gonad. Jakékoliv naruseni genu Wtl zpusobuje béhem
embryonalniho vyvoje nedostatecné vytvofeni gonad (Park and Jameson, 2005).
Analyza relativni exprese genti Sox8 a Wtl mezi experimentalni a kontrolni skupinou
neukazala Zadné statistické rozdily (Obr. 22). Soucasné s nezménénou relativni expresi
genu Gjal, ktery se taktéz exprimuje v Sertoliho buikach, mizeme usuzovat, ze DM

nema negativni vliv na funkci Sertoliho bunék.
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Dalsi analyzovanou skupinou genti, byly geny Ucastnici se odpovédi na hormonalni
produkci. Byl vybran gen pro androgenni hormon, dilezité geny exprimujici
se v Leydigovych bunkach (Star, P450scc) a gen pro receptor folikul-stimulujiciho
hormonu Fshr. Androgenni receptor je pfitomny v jadfe bunck, kde vaze
testosteron a zprostiedkovava jeho pisobeni pies regulaci exprese cilovych gent.
Mutace vgenu Ar pro androgenni receptor, kterd zplsobi jeho necitlivost
k androgentim, vede k porucham spermatogeneze a plodnosti (Verhoeven et al., 2010).
Receptor pro folikul-stimulaéni hormon (Fshr) vaze FSH, ktery spoletné
S luteinizacnim hormonem a testosteronem stimuluje pribéh spermatogeneze a spravny
vyvoj testes (Verhoeven et al., 2010).

Uzkou souvislost maji mezi sebou proteiny steroidogenni povahy Star a enzym
P450scc, oba maji klicovou roli ve vyvoji testes prostfednictvim regulace testosteronu.
Exprese genu Star je transkripéné kontrolovana v gonadach gonadotropnimi hormonami
(FSH, LH), (Hasegawa et al., 2000).

Piestoze v nékterych védeckych studiich je prokazano, Ze diabetes mellitus je asociovan
S poruchami hormonalni produkce a byla sledovdna sniZend koncentrace testosteronu u
pacientd s DM 1. typu (Millidis et al., 2011; Ballester et al., 2004), u zadné¢ho nami
testovaného genu (Fshr, Ar, Star, P450scc) jsme nesledovali zménénou expresi v ramci
vlivu diabetického prostiedi. NaSe vysledky naznacuji, Ze exprese testovanych gen,
které jsou dulezité pro spravnou funkci androgenniho hormonu — testosteronu, neni
naru$ena. Nicmén¢, V nasi studii jsme zaznamenali snizenou vahu testes, coz miize
poukazovat na celkové snizeni poctu testikularnich bungk, véetné Leydigovych bungk.
TakZe snizena produkce testosteronu by mohla byt zpiisobena celkové niZ§im poctem
Leydigovych bunék s normalni produkci testosteronu.

Dal$imi testobanymi geny byly p53 a p21. Protein p53 je evolu¢né velmi konzervovany
tumor supresorovy protein, ktery reguluje bunéény cyklus, opravy DNA 1 apoptozu
a zaroven je 1 transkrip¢im faktorem genu pro protein p21. Vysledky zvySené apoptozy
testes u diabetickych mysi koreluji se statisticky zvySenou expresi genu pro protein p21
(p <0.05) (Obr. 24), ktery se Gcastni apoptotického procesu. Protein p21 je zodpoveédny
za to, ze bunka s poSkozenou DNA zistava v Gl fazi bunécného cyklu, kde ceka
na opravu DNA (Brill et al., 1999).

Stejné¢ zvySeny trend byl sledovan u genu pro tumor supresorovy protein p53
(Obr. 24). Tento vysledek je v souladu s publikaci Jelodar et al. (2009), kde autofi

detekovali zvySené procento apoptotickych bunék v testes diabetickych mysi. Nam
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se tento jev podafil potvrdit nejen na hladiné mRNA, ale stejné tak na bunécné trovni
V ramci testovani apoptotického stavu testikularnich bunck.

I pfes vSechny tyto vySe zminéné negativni vlivy diabetes mellitus, nedoslo
u diabetickych mysi Kk zhorSeni plodnosti, nebot’ nebyl nijak ovlivnén pocet ani pomér
pohlavi potomkl. Diky tomu, ze experimentdlni mysi byly chovany v idedlnich
podminkach (12 hodinovy svételny rezim, konstantni teplota bez vykyvi, omezeni
vnéjSich  stresovych faktori na minimum), nebyl vliv. DM kombinovan
s dalsimi rizikovymi faktory, které by mohly piispét k negativnimu ptisobeni DM. U lidi
diabetes mellitus plsobi spoleéné s dalSimi rizikovymi faktory jako je napftiklad
koufeni, obezita, stres, a proto dopad na kvalitu spermii a plodnost byva celkové
silngj8i. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO, 2010), koncentrace spermii
normospermika se pohybuje nad hodnotou 15 x 10%/ml. Proto u lidi sniZeni koncentrace

0 40% a zvySeny pocet nefunkcnich spermii, jako tomu bylo v nasi studii, by mohl

v
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6. Zaveér:

Tato prace se zabyvala studiem Vvlivu metabolické choroby diabetes mellitus (DM)
na sam¢i reprodukci s vyuzitim mysiho modelu. Experimentalni mysi, kterym byl uméle
navozen DM, byly porovnavany se skupinou zdravych (wild-type) mysi. Jednotlivé
parametry jako vaha téla, vdha organii a anogenitalni vzdalenost byly testovany
zaucelem zjisténi dopadu DM na organismus experimentalnich mys$i. Reprodukéni
potencial dospélych samcii byl studovan prostfednictvim kvality spermii, ktera byla
analyzovéana pomoci parametrll jako koncentrace, zivotnost a apoptoticky stav spermii.
Bylo zjisténo, ze u ovlivnéné skupiny mysi doslo k statisticky vyznamnému snizeni
koncentrace a Zivotnosti spermii. Dale bylo u diabetickych mysi detekovano zvysSené
procento apoptotickych spermii. Dal§im zamérem ptedlozené prace bylo zhodnotit stav
hlavnich jadernych proteinii spermie protamint, které se vyuzivaji jako marker muzské
plodnosti. U diabetickych spermii byl pozorovan pokles v zastoupeni téchto dulezitych
protein. Pomé&r P1/P2 ve spermiich vSak nebyl statisticky zménén vici kontrole.

Hlavnim reprodukénim organem pro vznik a vyvoj spermii je testes. U poloviny
diabetickych mysi bylo sledovano markantni naruSeni pribéhu spermatogeneze, které
se projevovalo vyskytem prazdnych kanalki ¢i kanalkl s riznymi morfologickymi
defekty. Jako metoda pro hodnoceni prib&éhu spermatogeneze byla zvolena analyza
exprese dilezitych testikularnich genti. Metabolicka choroba zplisobila zménu exprese
gend, které maji kliCovou roli béhem meiotické faze spermatogeneze (Sycpl a Sycp3) a
gent dulezitych béhem spermiogeneze (Tnpl, Tnpl, Prml a Prm2). Dale byla
zaznamenana zvysena exprese genll dulezitych béhem apoptotického procesu (p21 a
p53), coz potvrdilo vysledky z TUNEL analyzy. Zménény profil genové exprese mize
také souviset se zhorSenou kvalitou spermii u diabetickych zvitat.

Nase vysledky naznacuji, ze DM ovlivnil morfologii a apoptoticky stav testikularni
tkan¢, kterd je zodpov€dnad za spravny prubéh vyvoje samcich pohlavnich bunék.
Soucasn¢, metabolicka choroba zpiisobila zménu exprese gentl, které hraji klicovou roli
béhem vyvoje spermie. To mize mit negativni dopad na probihajici spermatogenezi
v testes a v disledku na kvalitu spermii, kterd byla u diabetickych mysi znaéné sniZena.
Vysledky z této studie tedy poukazuji na to, ze diabetes mellitus negativné ovliviiuje

parametry spermii a reproduk¢ich organti, coZ mize mit dopad na plodnost jedince.
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