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Abstrakt

Neplodnost je definovéana jako neschopnost pocit potomka do jednoho roku pfi pravidelném
pohlavnim styku. Postihuje az 15 % part po celém svéte (WHO, 2010). k celkové neplodnosti
muzsky faktor ptispiva z vice jak 50 % ptipadii. Plodnost muze je ovlivnéna fadou faktord, jako
je genetické pozadi, Zivotni prostiedi a rizné onemocnéni, naptiklad diabetes mellitus (DM).
Diabetes mellitus je zdvazny zdravotni problém, ktery postihuje 451 miliont lidi po celém svéte
(ve véku 18-99 let) a pocet jedincii s timto onemocnénim stale piibyva (Cho a spol., 2018). Navic
je matetstvi odkladano do pozdéjsiho véku, kdy klesa plodnost jedincli a zaroven se objevuji
metabolickd onemocnénimi jako je diabetes mellitus 2. typu (DM2).

Cilem této prace bylo zjistit vliv metabolického onemocnéni diabetes mellitus 2. typu na
reprodukcni parametry mysi inbredni linie C57BL/6J v porovnani s kontrolni skupinou a mozny
vliv paternalniho diabetu na prvni filidlni generaci. Pfi hodnoceni vlivu DM2 byly pouzity
inovativni metody, pomoci nichz byly studovany interni proteiny spermie a semenotvorného
kanalku.

Vysledky na$i prace ukazaly, Ze navozeny DM2 ovlivnil vahu téla, prostaty a jater
paternalni generace. u experimentalnich potomki byla snizena vaha testes, epididymu a jater.
Déle byla ovlivnéna u obou generaci morfologie spermii a stav intraakrozomalnich proteinti.
u potomk byla hlavicka spermie Casté€ji separovana od bi¢iku. Dal$im hodnocenym parametrem
byl stav jadra spermii hodnoceny pomoci jadernych proteini protaminii. Pomér protaminu
1 a protaminu 2 byl u diabetickych jedinct v paternalni generaci snizen. u potomk diabetickych
otcll byla snizena reprodukéni schopnost.

Dale byl hodnocen histologicky stav testes. u diabetickych mysi byl snizen pramér kanalku
a tloustka semenotvorného epitelu a doslo k ovlivnéni meiotické faze spermatogeneze. Krome
toho byla zménéna exprese proteinti ucastnicich se mezibunééné komunikace v intersticialnim
prostoru kanalku.

Nase vysledky na zvifecim modelu naznacuji, ze metabolické onemocnéni diabetes mellitus
2. typu muze ovliviiovat nékteré reprodukéni parametry jako je kvalita spermii a histologicky
stav testes. Diabetes mellitus 2. typu u otci mize ovlivnit reprodukéni parametry potomki
ijejich reprodukéni schopnost. Vlivem DM2 doslo k parentalnimu pfenosu epigenetické

dédiénosti.

Kli¢ova slova: diabetes mellitus (DM), vysokotu¢na dieta (HFD), streptozotocin, reprodukéni

parametry, neplodnost, spermie



Abstract

Infertility is defined as an inability to conceive a child within one year of regular sexual
intercourse. It affects up to 15 % of couples worldwide (WHO, 2010). The male factor contributes
to the total infertility with more than 50 %. Fertility of a man is influenced by several factors
such as genetic background, environment and various diseases such as diabetes mellitus (DM).
Diabetes mellitus is a serious health problem that affects 451 million people worldwide (18-99
years) and the number of people with this disease still increases (Cho a spol., 2018). In addition,
parenthood is postponed to middle age when the fertility decreases and metabolic diseases such
as type 2 diabetes mellitus (DM2) appear.

The aim of this thesis was to investigate the effect of type 2 diabetes on reproductive
parameters of mouse inbred line C57BL/6J compared to the control group and the possible effect
of paternal diabetes on the first filial generation. In the evaluation of the effect of DM2 on
reproductive parameters, we used innovative methods to study internal state of sperm and testes.

Results of our work showed that DM2 influenced the weight of body, prostate and liver. The
weight of testes, epididymis and liver was reduced in the offspring. Furthermore, sperm
morphology and intraacrosomal protein status were affected in both generations. In offspring the
sperm head was separated from the flagellum more often. Another evaluated parameter was the
state of the nucleus using protamine nuclear proteins. The protamine ratio of protamine 1 and
protamine 2 was reduced in diabetic subjects in the paternal generation. The fertility ratio was
reduced in the offspring.

Further, the histological status of the testes was evaluated. In diabetic mice, the diameter of
the tubule and the thickness of the epidermal epithelium was reduced, and the meiotic phase of
spermatogenesis was affected. The expression of proteins involved in the intercellular
communication in the interstitial space of the tubules was altered.

Our results in the animal model suggest that metabolic disease type 2 diabetes may affect
some reproductive parameters such as sperm quality and testes histology. Diabetes type 2 affects
the reproductive parameters and fertility ratio of offspring. According to our results, the paternal

transmission of epigenetic inheritance was affected by DM2.

Key words: diabetes mellitus (DM), high fat diet (HFD), streptozotocin, reproductive

parametres, infertility, sperm
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1. Uvod

1.1 Samdi pohlavni bunky

Spermie jsou samci pohlavni buiiky, které se zacinaji tvofit s nastupem puberty
v testikularni tkani. Odtud putuji do epididymu, kde dozravaji a nasledné jsou ejakulaci
uvolnény. Spermie po ejakulaci nejsou schopny oplodnit oocyt. Nejprve musi projit
maturacnimi procesy uvniti sami¢iho pohlavniho traktu. k oocytu se dostane jen maly pocet
téch nejlepsich spermii a jen jedna jej oplodni. Proto je nutné zajistit jejich kvalitu jiz od
jejich samotného vzniku. Jakékoliv naruseni vzniku, vyvoje imaturace muze vést
k pripadné subfertilité. Pficemz muzsky faktor ptispiva k vice jak 50 % vsech piipadl
neplodnosti (Agarwal a spol., 2015).
Spermie jsou vysoce diferenciované bunky. Skladaji ze dvou morfologicky
1 funkéné odlisnych ¢asti — hlavicky a biciku, které spojuje kréek tzv. ,,connecting piece®.
v hlavi¢ce se nachazi kondenzované haploidni jadro, akrozomalni vacek, cytoskeletalni
struktury a cytoplazma. v akrozomalnim vacku jsou plozeny lytické enzymy, jez pomahaji
priniku spermie skrz ochranné obaly vajicka. Enzymy se uvoliuji exocytdézou pfii
akrozomalni reakci (Alberts a spol., 2002). Tvar hlavicky je druhové specificky. Hlodavci
maji typicky srpkovity tvar, krali¢i spermie ovalny (Obr.1), a muzské spermie maji
hlavicky kulaté. Bic¢ik je rozdélen na 3 Casti, a to na stiedni segment, v némz se nachazi
mitochondrie poskytujici energii k pohybu, hlavni segment a koncovy segment. Svym
pohybem pmoziuje spermii dostat se k vajicku, projit jeho obaly a nasledné s nim fuzovat
(Neill, 2006).
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Obrazek 1: Hlavicka mysi a kralici spermie

Prevzato od: Eddy & O'Brien, 1994

1.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze je kliCovy proces, pii kterém vznikaji muzské pohlavni bunky
v semenotvornych kanalcich testes. MiiZze byt rozdélena do tii hlavnich fazi — proliferativni
faze, kdy se mitoticky déli kmenové buinky; meiotické faze zahrnujici dvé meioticka délen;

a poté spermiogenezi, pii niZ spermie ziskava sviyj typicky tvar (Huckins, 1971; Oakberg,
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1971; Matson a spol., 2010). Sertoliho (SB) a Leydigovy buiiky (LB) pomahaji spravnému

Leydigova buiika
intersticidlni pmm

bazéIni lamina

prabéhu spermatogeneze (Obr.2).

peritubulirni a myoidni buriky

Mitotickd proliferace:

narust mnozstvi bunak diploidni spermatogonia

0{ tésny spg
Meiotické déleni:

generace genetické spermatocyty b&hem meidzy

diverzity 3

hapleoidni spermatidy
Bunéénd diferenciace: . ‘]\}7 _—
pakdzovani i
chromezomi SpETmic

J i
mEn semenotvorného kandlku

Obrazek 2: Schéma zobrazujici priibéh spermatogeneze se spermiogenezi v priiezu testes s burnkami
diileZitymi pro spravny vyvoj spermie.
Prevzato od: Hunter a spol., 2012

SB jsou velmi dulezité pro spravny vyvoj spermii. Endocytuji a degraduji
apoptické zarodec¢né buniky, ¢imz udrzuji homeostaticky stav v testes (Chemes, 1986). SB
také prispivaji ke vzniku hematotestikularni bariéry (Liu a spol., 2018). Dale vytvari
specifické mikroprostiedi tzv. niku, ktera se nachazi u bazalni laminy semenotvorného
kanalku (Chiarni-Garcia a spol., 2003) a produkuji fadu rustovych faktort, ¢imz ovliviuji
zivotni osud zarodec¢nych bunék (Chiarini-Garcia a spol., 2003; Naughton a spol., 2006;
Yang a spol., 2013).

LB tvofti vétsinu intersticidlnich bun¢k, pficemz jejich hlavni funkci je produkce
testosteronu pod kontrolou luteinizacniho hormonu (LH), produkovaného hypothalamo-
hypofyzarni osou. Tim se podili na spravném mikroprostiedi testes. Testosteron
produkovany LH je nezbytny pro spravny pribéh spermatogeneze (Singh a spol., 1995).
Pfi absenci testosteronu béhem spermatogeneze dochazi k zastaveni procesu v Casnych
fazich meidzy a vyvoj spermii dale nepokracuje (Yeh a spol., 2002).

Komunikace mezi testikularnimi buiikami je velmi dulezita. Je zprostfedkovana
n¢kolika zptisoby, které zahrnuji parakrinni signalizaci a mezerové spoje ,,gap junctions®
(GJ)). Kontakty mezi LB, SB azarodeénymi bunkami se ucastni lokalni regulace
spermatogeneze. Kontakt mezi LB umoznuje synchronizovat produkci androgennich
hormond. GJ také umoznuji vyménu malych metaboliti a molekul tzv. druhych poslu.
Jednim z proteinti tvorici GJ jsou konexiny. Risley a spol. (1992) a Varanda a Decarvalho
(1994) jako jedni zprvnich prokazali ptritomnost proteinu konexinu 43 (Cx43) v gap

junction mezi mysimi LB. Kromé Cx43 jsou v testes pfitomny i jiné druhy konexint,
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napiiklad Cx36 a Cx45 (Li aspol., 2013). v dospélosti u zdravych jedinct dochazi
ke zvysené expresi Cx43 v Leydigovych buiikach (Risley a spol., 1992).

1.3 Spermiogeneze

Na zéklad€ morfologickych kritérii je spermiogeneze v semenotvorném kanalku
myS$i rozdélena do 12 stddii bunécnych sdruzeni a 16 krokli spermiogeneze (Obr.3)
(Oakberg, 1956; Russell a spol., 1993). Tento proces je kontinualni, probiha smérem do
lumen kanalku. z kulatych spermatid se procesem spermiogeneze stavaji spermie, ¢imz
ziskavaji svlj typicky tvar. Dochazi ke kondenzaci a elongaci jadra, vzniku akrozomu
odvozeného od Golgiho aparatu (GA), vzniku biCiku a odvrhovani residualnich télisek
z cytoplasmy (Obr.3). Bicik se zacina vytvafet ve spermatidé béhem prvniho kroku
spermiogeneze z centrioly na polu spermatidy. Skladd se z mikrotubularnich struktur
tvoricich axonemu. Vyvoj biciku je kontinualni proces, ktery je ukoncen az na konci
spermiogeneze. Odstranéni cytoplasmy je dulezity proces zajistujici typicky vzhled
spermie, ktery probiha ve tfech fazich. VéEtSina cytoplazmy je odstranéna pomoci
tubulobulbarniho komplexu a Sertoliho bun¢k (Jan a spol., 2012).

Akrozom se nachazi anteriorné od jadra. Obsahuje lytické enzymy dilezité pro
penetraci skrz obaly oocytu (MartinezMenarguez a spol., 1996). Biogeneze akrozomu je
kontinualni proces zacinajici v kroku 2 spermiogeneze a koncici v kroku 12. Béhem kroki
2-4 proakrozomalni vacek z Golgiho aparatu je transportovan na horni pol spermatidy, kde
flzuje a vytvari akrozomalni vacek na vrcholu jadra. Akrozomalni vacek se v krocich 5-12
kondenzuje a zplostuje (Jan a spol., 2012).

V elongacni fazi spermiogeneze dochazi k rozsahlé remodelaci chromatinu, ktera
ma za vysledek kondenzaci jadra a pmleni transkripce. u savcl zacina u krokt 11-12

a vysledkem je nahrazeni histonti protaminy (Jan a spol., 2012).

Obrazek 3: Stadia spermatogeneze a kroky spermiogeneze u mysi. Stadia popsanda rvimskymi cislicemi
znazornuji faze bunéecnych sdruzeni a arabska cisla znazornuji postupné kroky spermiogeneze.

Prevzato od: Guan, 2009
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1.3.1 AKkrozom

Hlavicka spermie ma vnitini akrozomalni membranu, kterd prekryvéa anteriorni
¢ast vnéj$i membrany jadra; kontinualné ptechézi ve vnéjsi akrozomalni membranu, ktera
lezi u plazmatické membrany spermie. Akrozom se sklada zakrozomalni cepicky
a ekvatoridlniho segmentu. Béhem akrozomalni reakce vnéjsi akrozomalni membrana
a plasmatickda membrana fizuji a obsah akrozomu je uvolnén. Vnitini akrozomalni
membrana z(stava a ekvatorialni segment se dostava do kontaktu s oocytem (Eddy
a O'Brien, 1994).

Akrozom obsahuje lytické enzymy, které usnadnuji prichod spermie obaly oocytu
a proteiny dulezité pro vazbu spermie-oocyt. u proteazy akrozinu bylo zjisténo, Ze mimo
lytické funkce se GcCastni i sekundarni vazby spermie-zona pellucida. (Peknicova a spol.,
2001). Tito autofi také prokazali, Ze pfi imunofluorescencnim testovani protilatky proti
akrozinu, byly intenzivné znaCeny spermie s intaktnim akrozomem oproti spermiim
s podstoupenou akrozomalni reakci. Dalsi intraakrozomadlni strukturou je glykoprotein
tranzitni endoplazmaticka retikularni ATPaza (TERA) také nazyvand valosin obsahujici
protein (VCP) (Capkova a spol., 2000; 2015). Béhem kapacitace spermie je fosforylovan
(Ficarro a spol., 2003), ucastni se flize membran a prezentuje ubikvitinované proteiny,
které jsou sméfovany do proteazomu (Dai aLi, 2001). DalSim intraakrozomalnim
proteinem je glyceraldehyd fosfat dehydrogendza specifickd pro spermii (GAPDHS).
Autoti Peknicova a spol. (2001) ptedpokladali, ze se ucastni sekundarni vazby spermie-
zona pellucida a v dalsi praci prokédzali vazebnou tlohu GAPDHS (Margaryan a spol.,
2015). Protilatkami proti témto intraakrozomalnim proteinim je mozné hodnotit stav
akrozomu (Peknicova a Moos, 1990; Peknicova a spol., 2005). Bylo zjisténo, ze dochazi
ke snizené expresi intraakrozomalnich proteind u jedinci se zhorSenou kvalitou spermatu

(Capkova a spol., 2016).

1.3.2 Remodelace chromatinu — nahrazeni histoni protaminy

Protaminy (P) jsou jaderné proteiny, specificky exprimované v pohlavnich
bunkach samce. Hlavni funkce protamint je kondenzace paternalniho chromatinu s vice
kompaktnim a hydrodynamickym jadrem a ochrana genetické informace pted negativnimi
vlivy okolniho prostfedi (Oliva & Dixon, 1991). Sav¢i spermie obsahuji rdzné typy
protamint: protein P1 a rodinu proteinti P2, obsahujici proteiny P2, P3 a P4, pti¢emz P2 je
nejvice zastoupeny (Domenjoud a spol., 1991).

Zaporné nabita DNA se vaze na kladné nabité arginin-bohaté protaminy a tvofi

vysoce stabilni toroidalni strukturu (Ballhorn a spol., 2000; DeRouchey a spol., 2013).
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k spravné kondenzaci chromatinu také prispivaji disulfidické mustky mezi cysteinovymi
zbytky (Vilfan a spol., 2004).

P1 je translatovan u vSech savcl, avSak rodina P2 (proteiny P2, P3 aP4) je
translatovana druhové specificky (Domenjoud a spol., 1991), naptiklad je translatovana
u ¢loveka, mysi, potkana a kiecka (Bower a spol., 1987; Johnson a spol., 1988). Lidsky
i mysi gen kdédujici P1 a P2 se nachazi na chromosomu 16 (Reeves a spol., 1989). P1 je
translatovan jako jeden protein. Rodina P2 je tvofena proteolyzou prekurzorti koédovanych
jednim genem. Komponenty P2, P3 a P4 se od sebe lisi 1-4 aminokyselinami na svém N
konci (Sautiere a spol., 1988; Oliva & Dixon, 1991).

Primarni struktura protaminu ma centralni vazebnou doménu DNA, ktera je bohata
na arginin, terminalni doménu, ktera je bohata na cysteinové zbytky (Vilfan a spol., 2004).
P ma kratké segmenty obsahujici serin a threonin, jez jsou fosforylovany. P obsahuje
cysteinové zbytky, které jsou schopné tvorit disulfidové mistky mezi molekulami
protaminu a tésné je spojuji (Balhorn a spol., 2000). Centralni doména P1 bohata na arginin
se vaze na DNA do velkého zlabku, kde vaze 10-11 parid bazi (Bench a spol., 1996; Vilfan
a spol., 2004). v komplexu pfevazuji interakce, které¢ prispivaji k velké stabilité. Jsou to
kombinace vodikovych vazeb a elektrostatickych vazeb (Hud aspol., 1994). P2 je
z 50 - 70 % identicky s P1. Vaze az 15 pari bazi a obsahuje jeden atom zinku na molekulu
(Bench a spol., 2000).

Béhem spermiogeneze jsou histony postupné nahrazovany transi¢nimi proteiny
(TP) aty jsou poté nahrazeny protaminy (Meistrich a spol., 2003) (Obr.4). v mysich
spermiich je nahrazeno 99 % histond protaminy a u lidskych spermii 85 % (Brunner
aspol.,, 2014). v dusledku posttranslacnich modifikaci histonti, jako je acetylace,
fosforylace, ubiquitinilace a metylace, a indukci DNA zlom pomoci topoizomerazy 11
jsou histony z chromatinu vytésnény (McPherson & Longo, 1993; Brunner a spol., 2014; ;
Jha a spol., 2017). Po translaci jsou protaminy fosforylovany, coz je nezbytné pro spravné
navazani P do Zlabku DNA. Jakmile je P navazany v DNA, dochazi k defosforylaci
protaminu a spravné kondenzaci chromatinu (Carrell a spol., 2007).

Brunner aspol. (2014) naznaCuji existenci "protaminového kodu" vedle
"histonového kdédu" u spermii, pfi¢emz muize mit lohu v transgenera¢ni epigenetické

dédi¢nosti.
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Obrazek 4: Prechod nukleohiston-nukleoprotamin béhem spermiogeneze. Dochazi k hyperacetylaci histonii

a aktivaci topoizomeradzy, kindukci nahrazeni histonii za TPl a TP2. Ty jsou ndsledné nahrazeny
fosforylovanymi protaminy Pl a P2, které indukuji kondenzaci DNA v jadre. Protaminy se pak defosforyluji
a mezi protaminy se tvori disulfidové vazby pro stabilizaci struktury nukleoprotaminu.

Prevzato od: Francis a spol., 2014
1.3.2.1 Protaminy a neplodnost

Elektroforetické studie izolovanych protaminti mysi, kieckti a lidi odhalily, Ze
relativni zastoupeni P1 a P2 se u kazdého druhu lisi. Rozdil v poméru nastava substituci P2
misto P1 (Bench a spol., 1996; Corzett a spol., 2002). Pomér protamini je také ovliviiovan
pusobenim vngjsich faktori na dany organismus (Zatecka a spol., 2014).

Autofi Deyebra a Oliva (1993) optimalizovali elektroforetickou analyzu jadernych
proteind, coz umoznilo snadnéjsi klinickou aplikaci. To vyvolalo vyznamny zajem
v hodnoceni poméru P1/P2 jako mozného biomarkeru muzské neplodnosti. Bylo zjisténo,
ze zmény uzkého rozsahu poméru protaminu u lidi (0,8-1,2) jsou spojeny s neplodnosti
(Francis a spol., 2014), u mysi se hodnota poméru protamint pohybuje okolo 0,5 (Corzett
a spol., 2002).

Autofi Cho a spol. (2003) zjistili, ze u mys$i deficientnich v genu Prm2 dochazi
k zna¢nému poskozeni DNA a abnormalni morfologii hlavi¢ky. Nasledné Schneider a jeho
kolegové (2016) pozorovali, ze Prm2 heterozygotni samci vykazovali snizenou hladinu
proteinu P2 ve srovnani s kontrolnimi vzorky. Tyto mysi mély normalni poc¢et potomki.

Avsak Prm?2 deficientni mysi byly sterilni. Spermie u mysi s mutovanymi obéma alelami
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Prm2 mély vazné morfologické vady hlavicky. Celkové vice nez 80 % spermii s deficienci
Prm2 mélo silné¢ poskozenou DNA. Prestoze u heterozygotnich zvitat v Prm2 doslo
k mirnému zvyseni poskozeni spermii ve srovnani s kontrolni skupinou, vice nez 90 %
spermii bylo v poradku.

Amor a spol. (2017) zkoumali poskozeni DNA spermii. Zjistili, ze tizce souvisi
s nedostatkem protamind. Proto navrhli, Ze pomér P1/P2 mtze slouzit také jako dobra
alternativa pro hodnoceni poskozeni DNA spermii mimo pouziti metody TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), coZ je metoda pro detekci

fragmentace DNA znacenim 3'-hydroxylovych koncii ve dvoutetézcové DNA.
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2. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je skupina metabolickych onemocnéni charakterizovanych
hyperglykémii (vysokou hladinou glukoézy v krvi) zpisobenou riznymi procesy vedoucimi
k nedostatecné sekreci inzulinu, snizené tkanové odpovédi na inzulin, ¢i kombinaci obojiho
(ADA, 2014). Celosvétova prevalence diabetu a narusena gluk6zova tolerance u dospélych
se v poslednich letech zvySuje. Dle Mezindrodni diabetické federace, v roce 2017 trpélo
diabetem prvniho i druhého typu 451 miliont lidi po celém svété (ve veéku 18-99 let).
a ocekava se, ze do roku 2045 by pocet nemocnych mohl vzrist az na 693 miliont (Cho
a spol., 2018).

Jednu z klicovych roli kudrzeni homeostdzy glukdézy maji hormony glukagon
ainzulin. Jsou sekretovany buitkami pankreatu. Glukagon, produkovany o bunikami,
zvySuje hladinu glukézy v krvi. Naopak inzulin, produkovany B buitkami, hladinu snizuje.
Pti zvySené hladiné glukdzy, inzulin inhibuje jeji produkci v jatrech, a zaroven podporuje
jeji prijem do bunek, ¢imz dochazi k poklesu glukoézy v krvi. Ve svalech a v tukové tkani
je glukéza piijimana pomoci inzulin-senzitivnich transportérit GLUT4. Inzulin se vaze na
inzulinovy receptor, ktery ma vnitini tyrosin-kindzovou aktivitu. Dochazi k fosforylaci
inzulin-receptorového substratu (IRS) a nasledné signalizaci vedouci k aktivaci Akt
kinazy, PI3K kinazy a atypickych PKC kinaz, které ovliviiuyji translokaci GLUT4
z cytosolu na plasmatickou membranu a dochazi k ptijmu glukoézy do bunky (Obr.5)

(Deshmukh, 2016).
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Obrazek 5: Signalizacni kaskada regulujict prijem glukozy u zdravého jedince. Signalizacni kaskada reguluje
translokaci glukozového transportéru GLUT4 a umoznuje transport glukozy. Inzulin isvalova kontrakce
spousti signalizacni kaskadu.

Prevzato od: Deshmukh, 2016

Deregulace metabolismu glukézy muze mit za nasledek hyperglykémii,

zpusobenou relativni inzulinovou deficienci, nebo hypoglykémii, ktera vznika relativni
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nadprodukci inzulinu (ADA, 2014). Mezi nemoci s naru$enym metabolismem glukozy
patii diabetes mellitus. DM mize zptisobovat dlouhodobé poskozeni, dysfunkce a selhani
ruznych organd, zahrnujici: retinopatii s moznou ztratou zraku, nefropatii vedouci k selhani
ledvin, neuropatii s moznym vznikem viedil na nohach, autonomni neuropatii zpiisobujici
gastrointestinalni, genitourinarni ptiznaky a sexualni dysfunkci. Pacienti s diabetem maji
Casto hypertenzi a abnormality metabolismu (ADA, 2014).
Diabetes mellitus se u lidi diagnostikuje na zaklad¢é biomarkerti — hladiny glukézy
v krevni plazmé na lacno (,,fasting plasma glucose” — FPG), 2 h oralniho gluk6zového
tolerancniho testu (2hOGTT) a glykovaného hemoglobinu HbAlc (WHO, 2011).
Diagnosticka kritéria diabetu jsou:
- Koncentrace glukozy v plazmé na lacno > 7,0 mmol/l (126 mg/dl)
- Koncentrace glukdzy v plazmé pti oralnim gluk6ézovém toleranc¢nim testu > 11,1
mmol/l (200 mg/dl)
- Mnozstvi glykovaného hemoglobinu z celkového hemoglobinu v krvi > 6.5 %
(WHO, 2016).
Diabetu je zndmo néekolik typd. Nejznadméjsimi typy diabetu jsou diabetes mellitus
1. typu (DM1), ktery vznikd autoimunitni destrukci B bunék slinivky bfisni. DM 2. typu
(DM2), je dany nerovnovahou mezi sekreci a u€inkem inzulinu v metabolismu glukézy
s rozsahem od inzulinové rezistence s relativni nedostatecnosti inzulinu az k inzulinovému

sekre¢nimu selhani s inzulinovou rezistenci (ADA, 2014).

2.1 Diabetes mellitus 1. typu

U DMI1 kvili autoimunitni destrukci B bun€k pankreatu nedochazi k produkci
inzulinu, anasledné aktivaci signdlni kaskddy vedouci k translokaci glukézovych
transportérit GLUT 4 (Obr.5). Pacienti s timto typem diabetu ptedstavuji 5-10 % pacientl
s diagnézou diabetes mellitus. Data z velkych epidemiologickych studii naznacuji, ze
stabilné primérny ro¢ni nartst incidence DM1 je 2-5 % (Maahs a spol., 2010; ADA, 2014;
WHO, 2016).

DM1 je povaZovan za détskou a juvenilni chorobu, ale mize vzniknout i u dospélych
jedinct. Navic u dospélych je obtiznéjsi jej zjistit, vzhledem k tomu, Ze u nich pievlada
DM2, a tudiz je za n€j zaménovan (Thomas a spol., 2018).

Destrukce [ bunck je selektivni. Imunitni systém vytvari protilatky proti
specifickym proteinlim P bunék: inzulinu, glutamat dekarboxylaze, protein tyrozinové
fosfatdze [A2, transportéru zinku-8 a tetraspaninu-7 (McLaughlin a spol., 2016). Tyto
protilatky je mozné detekovat mésice az roky pted plnym propuknutim DMI1 (Couper
a Donaghue, 2009).
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2.2 Diabetes mellitus 2. typu

DM2 je onemocnéni charakterizované relativni inzulinovou deficienci zptisobenou
dysfunkei B bunék a inzulinovou rezistenci (IR) v cilovych orgénech. Tato forma DM
postihuje 90-95 % osob s diabetem (ADA, 2014). Globalné vzrista pocet obéznich lidi,
piijem vysokoenergetické potravy a sedavy zivotni styl, cozZ ma za nésledek nartst poctu
lidi trpicich DM2 (WHO, 2016). v minulosti se DM2 projevoval pfedev§im u lidi ve
sttednim a star§im véku a do roku 2002 nebyl povazovan za pediatricky problém. AvSak
nyni se vyskytuje u déti a mladych lidi stale Cast&ji, pficemz tento trend je pfedstavovan
mezindrodné (WHO, 2016; Kasmauski, 2018). Dlouhodoba data naznacuji, Ze prevalence
DM2 u mladistvych se zvySuje o 7 % ro¢né&, avSak nariist neni rovnomérny s ohledem na
etnikum (Mayer-Davis a spol., 2017).

DM2 je zplsobovan relativnim nedostatkem inzulinu a inzulinovou rezistenci (IR).
IR je stav, kdy cilové bunky a tkdné neodpovidaji fadn€ na danou davku inzulinu. Existuji
rizné mechanismy narusujici regulaci homeostazy glukdézy na turovni glukézového
receptoru, véetné mutaci anebo posttransla¢nich modifikaci v inzulinovém receptoru, IRS
nebo v ,,downstream* signalizaci. Nejbéznéj$imi zménami v inzulinové rezistenci jsou
sniZzeny pocet inzulinovych receptort a jejich katalytické aktivity, zmény ve fosforylaénim
stavu serin/threonin inzulinového receptoru a IRS, zvySeni aktivity tyrosinové fosfatazy,
IRS defosforylace, snizeni aktivity PI3K a Akt kinaz a defektt exprese a funkce GLUT4
(Garvey a spol., 1998; Gutierrez-Rodelo a spol., 2017).

Vzhledem k tomu, ze IR hraje zasadni roli v patogenezi DM2, bylo vyvinuto zna¢né
usili k objasnéni odpovédnych faktord. Faktory zptisobujici IR a DM2 jsou obezita, zanét,
a snimi spojena hyperglykémie, hyperinzulinémie, lipotoxicita a hyperlipidémie;
genetické pozadi a oxidacni stres (OS). Tyto faktory se vzajemné ovliviiuji (Ye, 2008).

V ptipadé akutniho vystaveni § bun€k vysoké koncentraci glukézy je stimulovana
exprese inzulinového genu. Ale v piipad¢ chronické hyperglykémie jsou B bunky stale
vystavovany zvysené koncentraci glukozy. To postupné snizuje schopnost [ bunck
sekretovat inzulin, coz vede k zhorSeni hyperglykémie. Tato smycka nakonec vede
k celkové neschopnosti B buné¢k produkovat inzulin (Kawahito a spol., 2009).

Chronicka hyperglykémie je piimo spojena se vznikem OS, ktery miize mit za
nasledek poskozeni lipidd, proteint, nukleovych kyselin, mitochondrii a dal§ich organel
(Dandona a spol., 1996). Vlivem OS dochazi ke zvySeni peroxidovanych lipidd,
reaktivnich druht kysliku (ROS) a ke sniZeni hladiny antioxida¢nich enzymt (Nogueira
a Hay, 2013). OS v hyperglykemickém stavu je zvySovan rliznymi cestami (Kawahito
a spol., 2009). Jedna z drah vede ke vzniku kone¢nych produktti pokrocilé glykace, které

maji dilezitou roli v patogenezi DM (Kaneto a spol., 1996). Glykace proteind interferuje
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sjejich normalnimi funkcemi tim, Ze naruSuje konformaci proteinu, méni jeho
enzymatickou aktivitu, snizuje schopnost jeho degradace a interferuje s rozpoznavanim
receptori. Tim hraji dtlezitou roli ve vzniku patogeneze diabetu, jako je retinopatie,
nefropatie, ¢i neuropatie (Singh a spol., 2014; Greifenhagen a spol., 2016).

Jednou z hlavnich pfi¢in zptsobujicich DM2 je obezita (ADA, 2014). Tukova tkan
je nejen hlavni zdsobarnou energie, ale také aktivnim endokrinnim organem, ktery vylucuje
hormony a ovliviiuje metabolismus lipidii a neesterifikovanych mastnych kyselin, které
mohou ovliviiovat celkovou citlivost na inzulin (Scherer, 2006).

V tukové tkani miize dochazet k zanétu. Zanét tukové tkan¢ nastava béhem vyvoje
obezity a mize vést k rozvoji DM2 (Vozarova a spol., 2002). Vzhledem k tomu, Ze se
adipocyty zvétSuji, zacinaji vyluCovat nizké hladiny TNF-a. Tim dochazi k akumulaci
makrofagli v tukové tkani. Makrofagy produkuji dalsi prozanétlivych cytokiny. v téle
dochazi k cirkulaci téchto cytokinl a jiz slaby zanét negativné ovliviiuje funkci B bunck
pankreatu (Dula aspol.,, 2010). Vlivem zanétu ajim zpusobeného OS dochazi
k apoptotické smrti f bunék a jejich ubytku az o 63 % v porovnani se zdravym jedincem
(Butler a spol., 2003).

Vlivem diabetického prostfedi se z tukové builky uvoliuji volné mastné kyseliny
(FFA) a vstupuji do krevniho ob&hu a do jinych organti a tim mohou indukovat IR (Kaneto
a spol., 2001; 2010), a to jiz béhem 4-6 hodin, snizenim aktivity PI3K kinazy asociované
s IRS-1 a snizenim inzulinem zprostfedkovaného vychytavani glukézy (Boden, 1994;
1997; Roden aspol., 1996; Dresner aspol., 1999). Tento stav zhorSuje schopnost
adipocytt ukladat tuky, coz vede k vétsi akumulaci ektopického tuku, rezistenci na inzulin

a hyperinzulinémii zptisobujici negativni zpétnovazebnou smycku (Skovso, 2014).

2.3 Modely studia Diabetes mellitus 2. typu

Studium na zvifecich modelech zna¢né pfispélo k objeveni a charakterizaci
patofyziologie onemocnéni diabetes mellitus 1. i 2. typu. Védci maji piilezitost studovat
ruzné faktory ovlivityjici vyvoj onemocnéni, rizné komplikace ataké moznou lécbu
onemocnéni in vivo. Navic diky zvifecim modeltim je mozné studovat vliv onemocnéni na
jednotlivé organy, a tim ziskavat nové informace o ptiblizném pribéhu onemocnéni u lidi.
u zvifecich modeli se DM2 navozuje bud’ spontanné¢ pomoci diety, nebo pomoci
chemickych, chirurgickych a genetickych technik.

Nejbéznéji pouzivanou diabetogenni chemikalii je streptozotocin (STZ). STZ je
antibiotikum produkované bakterii Streptomyces achromogenes. Jako diabetogenni
chemikalie je pouzivana od roku 1963 (Bohuslavova a spol., 2013; Pavlinkova a spol.,

2017; Rakieten a spol., 1963).
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Streptozotocin je analog nitrosomocoviny, ve kterém je skupina N-methyl-N-
nitrosomocovina (MNU) spojena s hexdzou. Toxicky ucinek streptozotocinu a chemicky
ptibuznych alkylacnich sloucenin vyzaduje jejich pfitomnost v buiice (Lenzen, 2008).
Streptozotocin je selektivné akumulovan v pankreatickych B burikdch. Vzhledem ke své
analogii s gluk6zou, je do nich transportovan prostiednictvim nizko afinitniho glukézového
transportéru GLUT2 (Wang & Gleichmann, 1998). Toxicita STZ zavisi na jeho DNA
alkylacni aktivité. Pfenos methylové skupiny ze STZ na molekulu DNA zptisobuje jeji
poskozeni a vede k fragmentaci DNA. v B bunkach je inhibovana produkce inzulinu
a dochazi k jejich nekrotické smrti (Lenzen, 2008). Zaroven pii aplikaci STZ nedochazi
k ovlivnéni DNA jinych typti bun¢k (napft. spermii) (Wei a spol., 2014). Jedna davka STZ
100 mg/kg je schopna indukovat pomaly progresivni nastup DM2 u dospélych mysi
(Obr.6) (Ito a spol., 2001).

Normalni krmivo pro hlodavce obvykle obsahuje cca 11 % tukil, 63 % sacharidi
a26 % bilkovin (na bazi kalorii). Pfi vysokotuc¢né diet¢ (HFD), kdy je vétSina energie
metabolizovana z tukl v potravé, dochazi k naristu hmotnosti. Pfestoze nartist hmotnosti
muze byt zaznamenan jiz jeden tyden po zahajeni diety, je ¢asto nutny delsi Casovy usek
pro vyvolani vyrazné¢ho zvyseni télesné hmotnosti (8 tydnt nebo vice). Zvysena hmotnost
je spojovana s inzulinovou rezistenci a naruSenym metabolizmem glukozy. Dilezity je
vybér vhodného kmene mysi s ohledem k nachylnosti k obezité a diabetu (King & Bowe,
2016). Vhodnym modelem je mys$i kmen C57BL/6 s genetickou predispozici k rozvoji
DM2, a k rozvoji onemocnéni dojde za pomoci HFD (Surwit a spol., 1988; Gallou-Kabani
a spol., 2007).
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Obrazek 6: Zmeény v procentech poctu o bunék a  bunék v ostrivcich pankreatu u mysi po jedné davce 100
mg/kg STZ po 1 dni az 24 tydnech.
Prevzato od: Ito a spol., 2001

Velmi ¢asto se k navozeni DM2 vyuziva kombinace HFD s naslednou aplikaci STZ
(Luo a spol., 1998). Tim je modelovan piechod z prediabetu a inzulinové rezistence k pln¢
rozvinutému onemocnéni. Hlavni vyhoda tohoto modelu spociva v tom, ze dochazi
k napodobeni pomalého rozvoje patogeneze DM2, ke kterému dochazi u vétsiny lidi. Tento

zpusob navozeni zahrnuje pomaly vyvoj od navozeni obezity k zhor§enému metabolismu
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glukdzy, inzulinové rezistenci, dekompenzaci inzulinu, a nakonec pomoci streptozotocinu

indukované ¢astecné smrti p bun¢k pankreatu (Kleinert a spol., 2018).

2.4 Genetické a epigenetické prifiny diabetes mellitus 2. typu

Existuji presvéd¢ivé dikazy, ze individudlni riziko DM2 je silné ovlivnéno
genetickymi faktory, kdy heritabilita je odhadovéana na 72 % (Willemsen a spol., 2015).
Celozivotni riziko vyvoje DM2 je 40 % u jedinci, ktefi maji jednoho rodice s DM2 a 70
%, pokud oba rodic¢e maji DM2 (Ali, 2013). DM2 je povazovan za polygenni onemocnéni,
které se vyviji na zéklad¢€ ne Gplné prozkoumanym interakcim mezi nékolika geny a faktory
okoli. Geneticka slozka rizika DM2 neni soustfedéna v jedné oblasti jako u DM1, ale zda
se byt vysledkem interakce vice genll rozptylenych po celém genomu (Ali, 2013).

DM2 vyskytujici se v riznych rodinnych studiich, neni zcela zptisoben genetickymi
faktory. Ke zdédéni onemocnéni mohou pfispivat i epigenetické procesy v zarode¢nych
bunkach, které mohou byt dédény ipo nékolik generaci (Ali, 2013). Nekolik studii
prokazalo mezigenera¢ni uc¢inek na parametry souvisejici s metabolismem a rastem, kvili
ovlivnéni epigenetické¢ informace (Anderson a spol., 2006; Carone a spol., 2010; Ng
a spol., 2010).

Ng a spol. (2010) jako prvni publikovali na zvifecim modelu (potkanech) vysledky
negenetického, paternalniho a mezigenera¢niho pienosu metabolického onemocnéni od
otce krmeného vysokotu¢nou dietou (HFD). Samci krmeni HFD méli zvySenou télesnou
hmotnost, adipositu, zhorSenou gluk6zovou toleranci a citlivost na inzulin. Potomci oproti
kontroldm méli ¢asné€jsi nastup zhorSené inzulinové sekrece a gluk6zové tolerance, ktera
se Casem zhorSovala. Také byla u potomkli zménéna expresi 642 pankreatickych geni.
Navic doslo k epigenetickému ovlivnéni neékterych gent.

I v dalsi studii byli dospé€li samci mysi krmeni HFD. Dieta zptsobila obezitu
u otcovské mysi linie bez rozvoje metabolického syndromu. u prvni filidlni F1 generace F1
doslo ke vzniku glukézové intolerance a inzulinové rezistence. Dale u samic F2 generace
byly pozorovany abnormality v metabolismu (Fullston a spol., 2013).

Wei a spolupracovnici (2014) publikovali zajimavou studii o prediabetu na mysim
modelu. Prediabetes byl navozen pomoci HFD (33 % energie ztuku) anizké davky
streptozotocinu (100 mg/kg). u samct P generace se zvysila télesna hmotnost, obezita,
plazmaticka hladina glukoézy, inzulinu, leptinu, cholesterolu a hladiny triglyceridd. u F1
potomkl prediabetickych samcti se vyvinula glukézova intolerance a inzulinova
rezistence. Dale autofi ukdzali, ze uF1l generace byla ovlivnéna exprese 402 genl
exprimovanych pankreatem. Dale byla provedena celogenomova DNA metylacni analyza.
u potomstva vice nez 8000 oblasti (véetn¢ S'UTR, 3'UTR (UTR, netranslatovana oblast),

kodujicich sekvenci a intronovych oblasti) mélo ovlivnénou methylaci v ostriveich
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pankreatu. Autofi piedpokladaji, Ze prediabetes u P generace ovlivituje epigenom, coz
muze u potomstva ovlivnit expresi klicovych genti v pankreatu. Dale hodnotili metabolické
zmény a u F2 generace ve veéku 16 tydnl a zjistili, Ze F2 generace vykazuje snizenou
glukdézovou toleranci a snizenou inzulinovou citlivost. Vzhledem k tomu, ze zvitata od F1
zila ve standardnim laboratornim prostiedi bez jakékoliv 1é¢by a jejich potomci vykazovali
podobné fenotypy a epigenetické zmény, pozorované tcinky epigenetické dédicnosti jsou

pravdépodobné zplsobeny navozenym prediabetem u otcti.

2.5 Vliv diabetes mellitus 2. typu na reprodukci

DM?2 miize zptisobovat dlouhodobé poskozeni, dysfunkce a selhani riznych organt,
mezi néz patii i organy reprodukéniho traktu (ADA, 2014). Vzhledem k vyskytu DM2
u stale mladsich jedinct, je mozné, ze ovlivni i fertilitu téchto jedincd (Bener a spol.,
2009).

Samci pohlavni organy a schopnost reprodukce jsou fizeny pomoci hypothalamo-
hypofyzarni-testikularni osy (HPT). Hypothalamus produkuje gonadotropin-uvolnujici
hormon (GnRH), ktery stimuluje hypofyzu k sekreci folikulostimulaéniho hormonu (FSH)
a luteinizacniho hormonu (LH). FSH ovlivituje funkci SB, které usnadiiuji pribéh
spermatogeneze. LH ovlivitluje funkci LB produkujicich testosteron (Ramaswamy
a Weinbauer, 2014). Vlivem diabetu je naruSena tato osa a dochazi ke snizené odpovédi
gonadotropini na GnRH (Rossi & Bestetti, 1981; Baccetti a spol., 2002). u jedinct s DM2
¢asto dochazi k hypogonadismu, ktery je definovan jako klinicky stav, pii kterém je sniZzena
hladina pohlavnich hormonti. v tomto piipadé je pozorovan pokles hladiny luteiniza¢niho,
folikulostimula¢niho hormonu a testosteronu (Obr.6) (Dhindsa a spol., 2004; Pontes
a spol., 2011; Fan a spol., 2015; Condorelli a spol., 2018; Soliman a spol., 2018).

Vlivem mikro a makro vaskularnich problémti (WHO, 2016) vznikaji sexudlni
dysfunkce. Mezi né patii: erektilni dysfunkce, ktera postihuje jedince s DM 3,5 x cCasté&ji
nez kontrolni jedince (Korani & Sonbol, 2018); ejakulacni dysfunkce — predcasna
ejakulace, anejakulace a retrogradni ejakulace (Pontes a spol., 2011; Fedder a spol., 2013;
Lu a spol., 2014; Majzoub a spol., 2016); a snizené libido (Bondarenko a spol., 2012; Al-
Kuraishy a Al-Gareeb, 2016).

DulezZitou slozkou patogeneze DM2 je oxidativni stres pusobici na reprodukéni
systém (Obr.7). Snizena aktivita antioxidacnich enzymu u varlat a zvySené mnozstvi
peroxidovanych lipidd naznacuje, Ze gonady jsou vystaveny oxidacnimu stresu (Shrilatha
a Muralidhar, 2007b; Aguirre-Arias a spol., 2017; Soliman a spol., 2018; Verma a spol.,
2018). Vlivem oxidacniho stresu pii DM2 dochézi k regulaci aktivity NADPH oxidazy
a MAPK drahy v testes. MAPK piisobi jako klicovy regulator signalnich drah souvisejicich
s bunécnou apoptdzou a bunécnou proliferaci (Zha a spol., 2018). Pii vyvoji spermii je

23



dilezita rovnovaha mezi proliferaci, diferenciaci a apoptézou zarodeénych bunék, coz je
rozhodujici pro kontrolu spermatogeneze a vznik kvalitnich spermii (Giampietri a spol.,
2005). Vlivem metabolické nerovnovahy a oxidacniho prostiedi v reprodukénich orgdnech
pii DM2 dochézi ke zvySeni bunééné smrti a ovlivnéni morfologie a funkce reprodukénich

tkani (Kushwaha & Jena, 2013).
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Obrazek 7: Schéma vlivu DM2 na testes. Dochazi k naruseni steroidogeneze. Testikularni metabolismus je
narusen, coz vede k nedostatecnému rozvoji vyvoje zarodecnych bunék (GC). Vysoka hladina FFA narusuje
metabolismus testikularnich lipidii. Dochazi k nadprodukci ROS, které cili na testikuldrni lipidy, proteiny
a plazmatickou membranu spermi.

Prevzato od: Rato a spol., 2014

2.5.1 Vliv diabetes mellitus 2. typu na vahu reproduk¢nich organt

Normalni morfologie a vaha reprodukénich organti ovliviiuje spravny pribéh
spermatogeneze (Markey aspol., 1995). DM2 ovliviiuje velikost testikularni tkané
a pridatnych pohlavnich zlaz. Jiz v roce 1963 Hellman a spol. (1963) zkoumali vliv obezity
a hyperglykémie na velikost reproduk¢nich organti mysi. Zjistili signifikantni zmenseni
testes u diabetickych jedincti a semennych vakd oproti kontrolnim jedincim. Ve studii
provedené Ahangarpour a spol. (2015) doslo k signifikantnimu snizeni vahy téla u mysi
s DM2, avSak nepozorovali vliv DM2 na vahu, §itku, délku a objem testikularni tkan¢€. Ani
v dalsi studii tito autofi nepozorovali ovlivnéni parametri testikularni tkané diabetem
(Ahangarpour a spol., 2016).

Naopak Pontes a spol. (2011) ve své studii pozorovali, ze diabeti¢ti potkani méli
signifikantn€ niz§i vahu semennych vak a prostaty nez u kontrolni skupiny. Také Long

a spol. (2015) pozorovali signifikantni sniZzeni vahy testes a epididymis u potkand. Vaha
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testes 1 epididymu byla signifikantné snizena i v jejich nasledujici studii (Long a spol.,
2018).

V dalsi studii Kianifard a spol. (2012) pozorovali signifikantni snizeni vahy testes
oproti kontrolni skupiné. Snizenou vahu reprodukénich organii potkanti také pozorovali
Soliman a spol. (2018), kdy doslo k signifikantnimu snizeni vah testes, epididymis,
seminalnich vakl a prostaté oproti kontrolni skupin€. Shrilatha a Muralidhar (2007a)
pozorovali vahu testes potkanti v jednotlivych tydnech od aplikace streptozotocinu. Béhem
6 tydni doslo k poklesu vahy testes o 27-49 % oproti kontrolam. Podobné doslo ke snizeni
vahy epididymis o0 26 %, 32 % a 64 % ve 2., 4. a 6. tydnu méfeni. Tito autofi Shrilatha
a Muralidhara (2007b) v dalsi studii tentokrat na mysim modelu pozorovali, Ze ve 2. a 4.
tydnu od aplikace streptozotocinu doslo k vyznamnému snizeni vahy testes (11-43 %)
oproti kontrolam. Vaha epididymu poklesla o 18-46 % u diabetickych mysi ve 2. a 4. tydnu

oproti kontrolam.

2.5.2 Vliv diabetes mellitus 2. typu na morfologii a morfometrii testes

Poskozeni testes vlivem DM2 ajim zplsobenym oxida¢nim stresem je bézné,
jelikoz dochazi k zvysené apoptotické smrti bunck testes (Kushwaha & Jena, 2013).
Hellman a spol. (1963) pozorovali vyskyt atrofie Leydigovych bunék v testikularni tkani
u diabetickych mysi oproti kontrolam. Diabetes nemél signifikantni vliv na prumér
semenotvornych  kandlkii.  Nezaznamenali  znamky  degenerativnich  zmén
v semenotvorném epitelu diabetickych mySi a spravny pribéh spermatogeneze nebyl
narusen, avsak doslo ke snizeni obsahu spermii v lumen kanalku oproti kontrolam.

Shrilatha a Muralidhara (2007b) zkoumali vliv diabetu indukovaného
streptozotocinem na testikularni tkan mysi. Béhem prvnich 3 tydnli nepozorovali
patologické zmény, avSak od 4. tydne v tkani byly patrné 1éze u diabetickych mysi. Také
doslo k zmens$eni priméru semenotvornych kanalkti snizeni poctu LB a zhorSeni prubéhu
spermatogeneze. Vlivem zvyseného oxidativniho prostiedi doslo
k signifikantnimu poskozeni DNA v testes.

Long aspol. (2018) publikovali, Ze potkani kontrolni skupiny méli normalni
testikularni strukturu se spoustou zarodecnych bunék a spermii. v diabetické skupiné
detekovali atrofické semenotvorné kanalky s malym poctem zarode¢nych bunck
a abnormalnimi spermiemi. Déle pomoci metody TUNEL odhalili zna¢né mnozstvi
apoptotickych bunék v testes, index apoptozy byl 4,8 % u kontrolni skupiny a 23,5 %
u diabetické skupiny. Jejich data naznacuji, Ze vlivem hyperglykemie doslo ke zhrouceni
testikularni struktury a zvySeni po¢tu apoptotickych bungk. i v dalsi praci zarode¢né bunky
v testes vykazovaly abnormalni zmény v¢etné degenerace, dezorganizace a intersticialniho

edému. Pii hodnoceni apoptotického stavu testikularnich bunék, TUNEL-pozitivni bunky
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byly ziidka pozorovany v kontrolni skupin€. u zarodeénych bunék byla pozorovana
apoptdza, véetné¢ kondenzace chromatinu a cytoplazmatickych vybézkd (Zha a spol.,
2018).

Také dalsi autofi se zabyvaly vlivem DM2 na reprodukéni parametry, ptedevSim
stav, morfologii a histologii testes. Bondarenko a spol. (2012) pomoci histologické analyzy
hodnotili stav testes diabetickych potkani. u diabetické skupiny byly zjistény degenerativni
zmeny, jako je odchlipovani epitelu z bazalni membrany tubuld, tromboza cév a kanalky
bez bunék.

V dalsi zajimavé studii Ricci a spol. (2009) zkoumali vliv indukovaného diabetu
u prepubertalnich a dospélych potkant. Zjistili, ze v testes obou skupinach diabetickych
jedinct byl primér semenotvornych kanalkti oproti kontrolam snizeny. u mladych potkant
se morfologie kanalkl liSila. ato od Upln¢ dezorganizovaného epitelu po casteéné
dezorganizovany epitel se zhorSenou organizaci bunék. Také u dospélych jedincl byla
detekovéana rtizna mira poSkozeni kanalkti. v lumen vét§iny poskozenych kanalkt byly
pozorovany oddélené zarode¢né bunky v riznych vyvojovych stadiich. u vaznéji
poskozenych kanalkii epitel postradal diferenciované builky, pocinaje meiotickymi
buitkami. Dale hodnotili stav Leydigovych bun€k pomoci imunohistochemického barveni.
u DM2 jedincii byly LB pfitomny, ale jejich distribuce v intersticidlnim prostfedi byla
odlisna oproti kontroldm. Vyskyt diabetu v prepubertalnim véku zvySuje procento vazné

poskozenych tubulti.

2.5.3 Vliv diabetes mellitus 2. typu na kvalitu spermii

ZvySeny obsah tukii ve stravé pii vysokotucné diet¢ (HFD) ovliviiuje slozeni
membrany spermii, kdy v nich nartsta obsah cholesterolu. To ma nasledky ovlivnéni
integrity membrany spermie a naslednych dvou dé&jich spojenych s vlastnostmi membrany
spermie, a to kapacitaci a akrozomalni reakci (Visconti a spol., 1999; Lancellotti a spol.,
2010).

Fan a spol. (2015) zkoumali vliv HFD diety na kvalitu mysich spermii a zjistili, Ze
celkova motilita a progresivni motilita vyrazné poklesla ve skupin€ s HFD oproti kontrole.
Dale zjistili, Ze procento akrozom reaktivnich spermii v HFD skupin€ je vyrazné nizsi nez
procento u kontrolni skupiny. To vysvétlilo iniz§i procento oplozenych samic po
pripusténi se samci. Ve studii provedené na mySim modelu autoti Ahangarpour a spol.
(2015) pozorovali u diabetické skupiny signifikantné sniZzenou koncentraci spermii
ziskanych z epididymu i jejich Zivotnost. v publikaci autorti Shrilatha a Muralidhara
(2007b) doslo u diabetickych mysi k signifikantnimu snizeni poctu spermii ve srovnani

s kontrolami jiz béhem 1. tydne. Pokles koncentrace spermii byl progresivni a ¢asove

26



zavisly. u diabetickych jedinct doslo aZz k 12nasobnému zhorSeni morfologie a vyskytu
abnormalnich spermii.

Rada dalich autorii se zabyvala hodnocenim kvality ikvantity spermii
v diabetickém prostiedi. Bondarenko a spol. (2012) ve své studii hodnotili koncentraci
spermii u diabetickych potkani a zjistili pokles koncentrace spermii u diabetickych jedinct
0 39 % oproti kontrolni skupiné€. Dalsi autofi Long a spol. (2018) zjistili, ze u diabetické
skupiny potkanti doSlo k vyznamnému snizeni koncentrace spermii oproti kontrolni
skupin€, naruseni morfologie hlavicky, stfedni casti a bic¢iku spermie u diabetickych
jedincu oproti kontrole.

Aguirre-Arias aspol. (2017) zjistili, ze doslo u diabetické skupiny k nardstu
imotilnich spermii oproti kontrolam. Spermie vykazovaly zvySeny podil apoptotickych
bun¢k oproti kontrole. Podobné vysledky ziskali i dalsi autofi, kteti publikovali vyznamné
sniZzeni pohyblivosti a Zivotaschopnosti spermii u diabetickych potkanti ve srovnani
s kontrolni skupinou (Bahmanzadeh a spol., 2016).

Wei aspol. (2014) zjistili, ze prediabetes navozeny pomoci HFD a davky STZ
ovlivituje metylacni vzor v jadfe spermie. Jejich vysledky ukazuji, ze epigenom spermie je

ovliviiovan zivotnim stylem a Zivotnim prostfedim.

2.5.4 Vliv onemocnéni diabetes mellitus na genetickou informaci spermie

Relativné novym piistupem v hodnoceni kvality spermatu pii vySetfovani fertility
je hodnoceni chromatinu spermii. Vzhledem k tomu, Ze sam¢i gamety ptispivaji z 50 %
svou genetickou informaci do embryonalniho genomu, piipadné anomalie mohou ovlivnit
embryonalni vyvoj.

Autoti Mangoli a spol. (2013) zkoumali vliv DM1 na spermie v my$im modelu.
Vysledky ukazaly skodlivé ti¢inky diabetu na integritu DNA spermii, jejich studie je prvni,
ktera prokazuje vztah mezi kvalitou chromatinu spermii a DM. i dal$i studie zkoumajici
vliv DM1 na mysi spermie (Talebi a spol., 2014). i tito autofi prokazali vliv DM1 na
integritu DNA spermie.

Autofti Pavlinkova a spol. (2017) zkoumali vliv navozeného DM1 u paternalni linie
na kvalitu spermii s moZnym pienosem na potomstvo. u otcovské diabetické skupiny doslo
k signifikantnimu poklesu koncentrace spermii oproti kontrole, uFl1 aF2 nebyly
pozorovany rozdily. Dale zjistili zmény u barveni pomoci standardnich cytochemickych
technik, ato jen otcovské generace, kdy doslo ke sniZzeni kvality sbalené DNA. Pro
piesnéj$i hodnoceni kvality jaderné DNA, byl hodnocen pomér protamint (P1 a P2).

k pozménéni poméru protamint doslo u vSech 3 zkoumanych generaci.
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Doposud nebylo publikovano pfili§ mnoho studii, kde by byl hodnocen vliv DM2
na genetickou informaci spermie. v jedné studii byl zkouman vliv DM2 na kvalitu DNA
potkanii pomoci cytochemickych metod. Autofi Bahmanzadeh a spol. (2016) zjistili, Ze

priamérny podil ssDNA u diabetickych potkanil byl vyssi nez u kontrolni skupiny.
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3. Cile diplomové prace

Cilem této prace bylo zjistit vliv indukovaného onemocnéni diabetes mellitus 2. typu
na vybrané reproduk¢ni parametry u mysi inbredni linie C57BL/6J v porovnani s kontrolni

skupinou a mozny vliv paternalniho diabetu na prvni filidlni generaci.

Specifické cile:
1. Urcit vliv DM2 na vahu téla a reprodukéni orgéany.
2. Zhodnotit kvalitu spermii (koncentrace, morfologie, separace bi¢iku, apoptoticky
stav, pfitomnost intraakrozomalnich proteinti).
Zjistit pomér jadernych proteintl protaminti P1/P2.
4. Otestovat histologii testes (morfologie, morfometrie, imunohistochemie).

5. Semikvantitativné detekovat vybrané testikularni proteiny.
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4. Metody

4.1 In vivo pokus na mySim modelu

Vliv diabetu byl zkouman na my$im inbrednim kmenu C57BL/6J. Vybran byl tento
mysi kmen, protoze pti krmeni vysokotu¢nou dietou dochazi ke vzniku obezity, mirné az
stiedni hyperglykémii a hyperinsulinémii (Jackson Laboratory, 2019). VSechny mysi byly
chovany ve zvéfinci Ustavu molekularni genetiky AV CR, v.v.i v Praze. Zvifata byla
chovana za standardnich podminek tzn. 12 hodinovy svételny rezim, stalé teplota a ptistup
k vodé a potravé ad libitum. Experiment byl proveden se souhlasem Etické komise
a v souladu se Zakonem na ochranu zvitat proti tyrani ¢. 246/1992.

Studie probihala na rodi¢ovské (P) a prvni filidlni generaci potomki piipravenych
zktizenim rodiCovskych jedincti (F1). Navozeni diabetes mellitus 2. typu probihalo od
7. tydne zivota. Samci byli krmeni vysokotuc¢nou dietou (60 % energie z tukt, ssniff® EF
acc. D12492 (I) mod.). My$im byla kazdy tyden experimentu méfena hladina glukézy
v krvi. Po 6, 7 a 8 tydnech na vysokotu¢né diet¢ byl mysim udélan glukézovy tolerancni
test. Po 8 tydnech vysokotucné diety byla mySim aplikovana jedna davka streptozotocinu
- 100 mg/kg zivé hmotnosti zvifete. Streptozotocin byl pted injekci Cerstvé ptipraven
rozpusténim v 0,1 M sodno-citratovém pufru (pH 6) (Bio-optica). Po dvou tydnech od
injekce streptozotocinu byli samci P generace pfipusténi na 1 tyden k samicim k ptiprave
F1 generaci (Obr. 8). v F1 generaci byli vSichni samci jiz na standardni stravé. Samci F1
generace byli pfipusténi k samicim ve véku 9 tydnt, aby dali vzniknout F2 generaci.

Kontrolni skupina a F1 skupina byla krmena standardni stravou, granulemi bez
obsahu so6ji (LASvendi, Soest). VSechny testy ukontrolni skupiny byly délany
v adekvatnim véku ve vztahu k experimentalni skupiné. v P generaci bylo pouzito
v experimentalni skupiné 8 samct a v kontrolni skupiné 10 samct, v F1 generaci bylo
pouzito 9 samci v kontrolni skupiné (1 v prubéhu testovani uhynul) a v experimentalni

skupiné bylo 8 samct.

Po 6 tydnech HFD:

Potvrzena glukozova intolerance Diabetes potvrzen po 1 tydnu 1 samecek neplodny
8 tydna stafi (nejvy&2i glukézovd intolerance)
samecci
t " 4 tydny 1tyden
8 sameckd STZ _

HFD 9 tydnt na HFD pafent

Obrazek 8: Schéma postupu navozeni Diabetes mellitus 2. typu

K zjisténi hladiny glukézy v krvi byl pouzit gluk6ézovy tolerancni test, ktery méti
ubytek hladiny glukozy v krvi v Case. Pouziva se k detekci poruch metabolismu glukozy,

které mohou byt spojeny s metabolickym syndromem ¢i diabetem.
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Mysim byla 6 hodin pfed provedenim testu odebrana potrava, voda jim byla
ponechdna. Mysi byly nejprve zvazeny, ndsledné jim byla zméfena hladina glukézy v krvi
pomoci glukometru (COUNTOUR TS, Bayer) véase 0. Cerstvé piipraveny 20%
glukézovy roztok (2 g glukoézy/ kg zivé vahy zvitete) byl dle vahy zvitete (V(ul) = 10 x
vaha téla (g)) intraperitonealn€ injikovan. Nésledné byla zméfena hladina glukozy v krvi
v intervalu 15, 30, 60 a 120 minut od podani glukozy. Hladiny glukézy v krvi nad 13,9
mmol/l byla klasifikovana jako diabetickd. Po ukonceni testu byla mySim navracena

potrava.

4.2 Zjisténi hmotnosti téla a vybranych organi, méieni anogenitalni
vzdalenosti
Po usmrceni mysi byla zméfena anogenitalni vzdalenost (od stfedu konecniku po
zacatek Sourku) a zvdZena hmotnost t€la. OcCisténé vypreparované organy byly vazeny na
analyticky vahach (testes, epididymis, semenné vaky, prostata, jatra, ledviny a slezina).

k dal$imu zpracovani pouzity ob¢ caudy epididymis a levé testes.

4.3 Zpracovani spermii a priprava preparati

Vypreparované caudy epididymis byly vlozeny do mikrozkumavky s 1 ml
fosfatového pufrovaného fyziologického roztoku (PBS) temperovaného na 37 °C. Organy
byly v mikrozkumavce nastfihany na drobné kousky, aby doslo k snadnéjSimu vyplaveni
spermii. Vzorky byly vlozeny do 5% CO, inkubatoru pfi teploté 37 °C na dobu 15 minut,
pficemz byly opakovang protfepany v intervalu 5 minut, aby bylo usnadnéno vyplaveni
spermii z tkané. Buné¢na suspenze byla piefiltrovana pres 30 um sito (Partec) a doplnéna
do objemu 1 ml roztokem PBS.

Z takto pfipravené bunétné suspenze bylo preneseno 20 pl suspenze k 180 pl PBS.
Takto pfipravena suspenze byla pouzita pro zjisténi koncentrace bunék pomoci Biirkerovy
hematocytometrické komirky podle pokynti vyrobce. 10 pl suspenze bylo naneseno do
pocitaci komirky a spermie byly spocitiny pii 200ndsobném zvétSeni na svételném

mikroskopu (Nikon Eclipse 50i). z této suspenze byly pripraveny preparaty pro dalsi testy.

4.3.1 Detekce apoptozi pomoci Annexinu V

Pro mikroskopické preparaty byl vyuzit kit APO-AF (Annexin v — FITC Apoptosis
Detection kit, Sigma-Aldrich). k 90 ul dH,O bylo ptidano 10 ul 10x koncentrovaného
vazebného pufru — vznikl 1x koncentrovany vazebny pufr, do n€hoz byl pfidan 1 pl
spermii, které byly odebrany z pelety, ktera vznikla centrifugaci pfi 1000 g 15 minut.

Nakonec byl pfidan 1 pl roztoku Annexin V. VSe bylo resuspendovano a plozeno
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k 10minutové inkubaci ve tm¢ pii pokojové teploté. zresuspendované suspenze bylo
odebrdno 2 x 10 pl, nakapano na podlozni sklicko anechdno vtemnu v termostatu
zaschnout pii 37 °C. Zaschlé sklo bylo opldchnuto roztokem PBS s 0,02% Tween-em
(PBT) anésledné¢ dH,O. Na osuSeny preparat bylo naneseno montovaci médium
(Vectashield with DAPI, Vector Laboratories) s obsahem DAPI pro obarveni bunéénych
jader. Ptipravené preparaty byly hodnoceny na fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse

E400 a objektivu Plan Apo VC 60x s imerznim olejem. Hodnoceno bylo 200 bungk.

4.3.2 Chromomycinové barveni a morfologie spermii

Zhotovené preparaty na podloznim sklicku byly fixovany v Carnoyova roztoku
(methanol a kyselina octovd v poméru 3:1) po dobu 15 minut pti 4 °C. Poté byl roztok
promyvan 5 minut v Mcllvainové roztoku (pH 7.0; 16,47 ml 0,2M Na,HPO4 : 2,53 ml 0,1M
kyselina citronova). Na preparaty byl nanesen roztok chromomycinu A3 (CMA3, Sigma —
Aldrich) (0,25 mg/ml CMA3 v Mcllvainové pufru s 10 mM MgCl,). Preparaty byly
inkubovany 25 minut pfi 37 °C. Nésledné byly promyvany Mcllvainovym roztokem 2 x 5
minut a destilované vod¢ 1 x 5 minut. Po osuSeni bylo na preparaty naneseno montovaci
médium Vectashield s DAPI. Vzorky byly hodnoceny na fluorescenénim mikroskopu
(Nikon Eclipse E-400, objektiv Plan Apo VC 60x, kanal FITC vinova délka excitace
495 nm/ emise 519 nm) s imerznim olejem. Bylo hodnoceno 200 bunék, ptic¢emz pozitivné

znacené bunky znacily $patné sbalenou DNA v jadre.

4.3.2.1 Morfologicky stav spermie

Pro hodnoceni morfologie spermii a separaci hlavicky byly rovnéz pouzivany
spermie znaCené chromomycinem A3. Pfi vyhodnocovani byl vyuzit fazovy kontrast
a objektiv Plan Apo VC 60x. Hodnoceno bylo 200 bunék, jak pro hodnoceni morfologie

hlavicky, tak i pro hodnoceni separace hlavicky.

4.3.3 Neprimé imunofluorescencni znaceni intraakrozomalnich proteint

Spermie byly permeabilizovany 15 minut pii pokojové teploté pomoci 50 ul
permeabiliza¢niho roztoku SpermFlowEx Kit (Exbio). Skli¢ka byla oplachnuta roztokem
PBT. Na vlhka sklicka bylo naneseno 50 pl 2% bloka¢niho roztoku (hovézi sérovy albumin
s PBS, Sigma-Aldrich) + 10% normalni kozi sérum (NGS v PBS, Vector Laboratories) na
60 minut pfi pokojové teploté. Byly pouzity primarni protilatky proti intraakrozomalnim
proteinim GAPDHS a TERA, které byly pfipravené v nasi laboratofi. Primarni protilatky
byly fedény blokacnim roztokem 1:3. Preparaty byly inkubovany s 60 pl roztoku
protilatky, pfi 4 °C pfes noc. Vzorky byly oplachnuty roztokem PBT. Byla nanesena
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sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 goat anti mouse IgM (H+L) (1:500, Invitrogen).
Vzorek byl inkubovan 60 minut pii 37 °C. Oplachnuty vzorek s PBT a nésledné s dH20,
byl vysusen a bylo naneseno montovaci médium Vectashield s DAPI. Takto pfipravené
vzorky byly hodnoceny na fluorescencnim mikroskopu Nikon Eclipse E400 a objektivu
Plan Apo VC 60x. Hodnoceno bylo 200 bunék a bylo spocitdno procentudlni zastoupeni

pozitivné znacenych akrozomi vii€i negativnim.

4.4 Izolace protamini

Pro izolaci jadernych proteint protamind byl pouzit aliquot bunék o koncentraci
4x10° bun&k spermii/ml. k peleté bun&k bylo pfidano 56 ul permeabilizaéniho pufru (20
mM Tris-HCl (pH 8), 2 mM MgCl,, 0,5% Triton Tx-100) a suspenze byla dikladné
resuspendovana a nasledné¢ centrifugovana 5 minut pii 9000 g a4 °C. Po odsati
supernatantu bylo k peleté¢ ptidano 56 ul 1 mM roztoku fenylmethylsulfonyl fluoridu
(PMSF) (Sigma-Aldrich), ktery inhibuje proteazy. Suspenze byla dukladné
resuspendovana a nasledné centrifugovana 5 minut pii 9 000 g a4 °C. Supernatant byl
odstranén a peleta byla resupendovana v 15 pl extrakéniho roztoku (1 mM PMSF, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris-HCI (pH=8)). k této suspenzi bylo pfidano 15 pl denatura¢niho
roztoku (575 mM dithiotreitol, 6 M guanidinium chlorid) a vSe bylo velmi dikladné
resuspendovano.

A dale bylo ptidano 15 ul roztoku 0,8% vinylpyridinu pro inhibici disulfidickych
mistkd anasledné inkubovano pii teplot¢ 37°C po dobu 30 minut s pravidelnym
protfepavanim v intervalu 5 minut. Po inkubaci bylo pfidano 250 ul 100% ethanolu
o teploté -20 °C. Suspenze byla dikladn¢ protfepadvana do objeveni se vysrazené DNA
a poté byly jednotlivé vzorky inkubovany po dobu minimalné 2 hodin pfi teploté -20 °C.
Po inkubaci byla buné¢na suspenze centrifugovana pii 13 000 g a teploté 4 °C. Supernatant
byl odsat a k peleté bylo pfidano 143 ul 0,5 M HCI, vse bylo resuspendovano. s naslednou
inkubaci pti 37°C po dobu 5 a 2 minuty s protfepanim. Po ukonceni inkubace byl vzorek
centrifugovan 10 minut pfi otackach 17 600 g pii 4 °C. Pro dalsi kroky byl pouzit
supernatant, ktery byl pfenesen do nové popsané mikrozkumavky. k supernatantu bylo
pfidano 36 ul kyseliny trichloroctové a suspenze byla inkubovana pii 4 °C po dobu
10 minut, pfi¢emz kazdé 2 minuty byla mikrozkumavka protfepana. Poté byl vzorek po
dobu 10 minut pti 4 °C centrifugovan pii otackach 17 600 g. Supernatant byl odstranén
a do mikrozkumavky bylo pfidano 143 pl 1% b-mercaptoethanolu v acetonu. Vzorky byly
suSeny v centrifuga¢nim vaukuovém koncentratoru (Modul 4080C, Hanil science medical)
10 minut pti 4 °C. Vzorky byly resuspendovany ve 12 pl vzorkovém pufru (5,5 M urea,

20% b-mercaptoethanol a 5 % kyselina octova), a naneseny do gelu pro elektroforetickou
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separaci proteinti. Veskeré vySe zminéné chemikalie byly od firmy Sigma-Aldrich, pokud

neni uvedeno jinak.

4.4.1 Elektroforeticka separace proteini protamint

Pro elektroforetickou separaci byl pouzit kysely urea polyakrylamidovy gel (2,5 M
ureu, 12,5 mM thioureu, 0,9 M kyselinu octovou, 15% akrylamid, 0,1% bis-akrylamid
a 0,12% H»0,) (vSe Sigma-Aldrich). Po polymeraci gelu byla sestavena elektroforeticka
aparatura a gely byly 5 minut ekvilibrovany v 0,9 M kyseliné octové. Do jamek bylo
naneseno po 2,5 ul vzorki a do volnych jamek bylo naneseno 5 pl vzorkového pufru s 10%
metylovou zeleni. Vzhledem k tomu, Ze protaminy jsou bazické proteiny, byla pouzita
prepolovana elektroforéza pti stalém napéti 110 v po dobu 90 minut. Gel byl nabarven
roztokem EZBlue (Sigma-Aldrich) dle doporuceni vyrobce. Gel byl naskenovan. Pomoci
programu Image-J (Image-J) byl u kazdého vzorku hodnocen pomér denzit proteinti P1

a P2.

4.5 Histologie testes

Pro pfipravu histologickych preparati bylo pouzito levé testes, které bylo po zvazeni
vlozeno do zkumavky s 10% formalinem. Po 48 hodinach az jednom tydnu ve 4 °C bylo
testes promyvano v PBS, 25%, 50% a 70% ethanolu a to vzdy minimaln¢ pal dne. Takto
promyté testes bylo vloZeno do kazety a odvodiiovano v laboratofi Ustavu molekularni
genetiky AV CR, v. v. i. v odvodiiovacim procesoru IKEM like, Formol/Ethanol START
RMS. Pripraveny vzorek byl zalit do parafinu (Histovax). Testes byla nafezana na tloustku
6 um a prichycena na podlozni sklicka.

Pro dalsi testovani musely byt fezy odparafinovany. Skli¢ka byla vloZzena na 3 x 5
minut do roztoku Diasolv (DiaPath). Rezy byly rehydratovany v ethanolové fadé — 96%,

80%, 70%, 50%, a nakonec v destilované vode¢, ptic¢emz kazdy krok trval 5 minut.

4.5.1 Hematoxylin-eosinové barveni a hodnoceni morfologie testes

Po rehydrataci byly fezy barveny. Vzorky byly vloZeny na 1 minutu do roztoku
Mayeruv Haematoxilin (DiaPath), aby se obarvila jadra bunék. Po Sminutovém
proplachnuti destilovanou vodou byly vzorky zkontrolovany pod mikroskopem
a oplachnuty kyselym alkoholem (96% ethanol + HCI), aby se odbarvila okolni tkan. Dale
byl pouzit 0,5% Eosin Goy (Dia-Path), do které byly preparaty vlozeny na cca 3 sekundy.
Vzorky byly proplachnuty a zkontrolovany pod mikroskopem. Poté byly vzorky
odvodnovany v ethanolové radé 70%, 80%, 90%, 96%, kam byly na 3 vtefiny vloZeny. Ve
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100% alkoholu byly vzorky ponechany 5 minut. Déle byly vlozeny do roztoku Diasolv na
2 x 3 minuty.

Na podlozni sklicka bylo naneseno montovaci médium (DPX Mountant for
histology, Sigma-Aldrich), které bylo polozeno kryci sklicko. Vzorek byl ponechan do
druhého dne v digestofi, aby montovaci médium zaschlo.

Histologie testes byla hodnocena ve svételném mikroskopu (Nikon Eclipse 501) pii
200nasobném zvétseni. Byly pofizeny snimky tkané (kamera Nikon DS-Fi2), které byly
vyhodnoceny. Na kazdy vzorek bylo spocitano 100 kanalkt, pricemz pro kazdou skupinu,
experimentalni a kontrolni, bylo pouzito 8 vzorkd. Hodnoceny byly morfologicky
normalni, prazdné, nediferenciované a patologické kanalky abylo spocitano jejich

procentualni zastoupeni.

4.5.2 Imunofluorescence s reaktivaci antigeni

Odparafinované a rehydratované preparaty byly proplachnuty 1 x 5 minut v PBS,
2 x 5 minut v Cerstve pripraveném roztoku PBT a 2 x 5 minut v PBS. Reaktivace antigenu
probihala v papiiiaku v 10mM citratovém pufru pH 6,00 po dobu 15-20 minut. Vzorky byly
chlazeny v 200 ml ¢erstvé ptipraveného 0,1% PBT, kde byly nechany 10 minut. Poté byly
proplachnuty 2 x 5 minut v PBS. Lehce osuSena skla byla inkubovana 60 minut s 10% NGS
(Jackson) v 0,1 % PBT (1 NGS : 10 PBT). Primarni protilatka byla fedéna v 10% NGS
v PBT. Pouzity byly nasledujici protilatky:

1. Rabbit polyclonal antibody anti-Connexin 43 (1:2000, Sigma)
2. Mouse monoclonal antibody anti-SCP3 (SYCP3) (1:100, Abcam)
3. Negativni kontrola
Vzorky byly inkubovany s primarni protilatkou ptes noc pii teploté 4 °C. Nasledujiciho
dne byly vzorky 3 x 10 minut promyvany v PBS. Inkubovany byly se sekundarni
protilatkou pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin. Sekundérni protilatka byla fedéna v 10%
NGS v PBT. Pouzity byly nasledujici protilatky:
1. Alexa Fluor 488 goat anti mouse IgG (H+L) (1:500, Invitrogen)
2. Alexa Fluor 594 goat anti rabbit IgG (H+L) (1:400, Invitrogen)
Vzorky byly promyty 3 x 5 minut v PBS a 1 x 10 minut v destilované vod¢. Nésledné byly
montovany pomoci montovaciho média Vectashield s DAPI.

Preparaty byly hodnoceny na fluorescencnim mikroskopu (Nikon Eclipse E-400)
pfi 200nasobném zvétSeni. Byly pofizeny snimky tkané (CCD Progres MF), které byly
nasledné hodnoceny.

Vzorky znacené primarni protilatkou proti SYCP3 (meioticky marker, protein
synaptonemalniho komplexu) byly hodnoceny v programu Adobe Photoshop CS3. Bylo

hodnoceno 6 vzorkidl experimentalni skupiny a 6 vzorkt kontrolni skupiny. z kazdého
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vzorku bylo hodnoceno minimalné 30 kanalkt. Byla spocitana plocha kanalku, obvod
kandlku, primér kanalku a prameér lumen kanalku, z ¢ehoz byla spocitana tloustka epitelu,
pocet znacenych SYCP3 bunék na plochu kanalku, a také bylo zhodnoceno, v jaké fazi
spermiogeneze se kanalek nachazi — a: I-111, b: IV-VIL, ¢: VII-VIII a d: IX-XII.

Vzorky znacené primarni protilatkou proti konexinu 43 (marker Gap junction, jeden
z proteint tvofici gap junction) byly hodnoceny v programu Imagel, kde byla udé€lana
relativni kvantifikace znaCeni konexinem 43 v intersticialni tkani obsahujici Leydigovy
buiikky. Bylo hodnoceno 6 experimentalnich a6 kontrolnich jedincd, pficemz
u experimentalnich jedinct byla provedena kvantifikace 198 oblasti a u kontrolnich jedinct

271 oblasti.

4.6 Izolace proteinii z testes

Proteiny byly izolovany z pravého testes pomoci Tri Reagent kitu (Sigma-Aldrich).
Po zvazeni na analytickych vahach byl ke tkani pfidan 1 ml Tri Reagentu. Tkan byla
homogenizovana (Precellys 24, Bertin Technologies) a nechana 5 minut inkubovat pfi
pokojové teploté. k homogenitu byl pfidan 0,1 ml bromchlorpropan a preparat byl
inkubovan 15 minut. Smés byla stocena pti 12 000 g po dobu 15 minut a 4 °C. Po tomto
kroku doslo k rozdé€leni fazi — spodni proteiny, stiedni DNA a horni fdze RNA. Déle byla
pouzivéna faze s proteiny.

Ptredem byl pfipraven vymrazeny aceton. Na 100 pl vzorku byl pfidan 1 ml acetonu.
Vse bylo uchovano na ledu. Vzorky byly nékolikrat rozvolnény a pies noc byly nechany
v mrazaku, aby doslo k vysrazeni proteinti. Nasledujici den byly vzorky opét rozvolnény
a centrifugovény pifi 12 000 g po dobu 15 minut pfi 4 °C. Supernatant byl odstranén
a vzorky byly opét centrifugovany pii 12 000 g a po dobu 1 minuty pfi 4 °C. Supernatant
byl odstranén a oteviena mikrozkumavka byla vlozena na led, aby doSlo k odpafeni
zbylého acetonu. k peleté bylo ptidano 300 ul 10% SDS a peleta byla resuspendovana.
Vzorek byl zahtat na 95 °C na 1 minutu. Poté byl sto¢en na 5 000 g 90 sekund pii pokojové
teploté. k 90 ul vzorku (supernatantu) bylo pfidano 10 ul 2x koncentrovaného SDS
vzorkového pufru (20% glycerol, 40 ml 10% SDS, 16 ml IM Tris (pH=6,8), 5 mg

bromfenolova modr).

4.7 Elektroforeticka separace proteini

K elektroforetické separaci byla pouzita vertikalni elektroforéza a 12% SDS-
polyakrylamidovy gel silny 1 mm. Do jamky bylo vneseno 6 pl vzorku. Jako marker
molekulové hmotnosti byl pouzit Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-Rad).

Elektroforéza byla zalita Tris-glycinovym SDS pufrem (22 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1%
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SDS, dH;O). Vlastni elektroforéza probihala ve dvou stupnich ato 15 minut pii

konstantnim napéti 80V na zaostfovaci gel a 50 minut pii 140V na délici gel.

4.8 Western Blot — pi‘enos proteini na nitrocelul6zovou membranu

Nitrocelulézovda membrana (Millipore membrane, Merck) byla 10 minut
ekvilibrovéana v transferovém pufru (192 mM glycin, 25 mM Tris, 20% CH30OH, dH20).
Taktéz byl blotovacim pufrem oplachnut SDS-polyakrylamidovy gel. Byla sestavena
transferova souprava: houba, 2 vrstvy Whatmanova papiru, gel, nitrocelul6zova membrana,
2 vrstvy Whatmanova papiru, houba. Transferova souprava byla uzaviena a vlozena do
blotovaciho zatizeni Biorad Mini-transblot modul s blotovacim pufrem a ledem. Uzaviena
souprava byla vlozena do nadoby s ledem. Transfer proteinl probihal pii konstantnim

proudu 500 mA 1 hodinu 10 minut.

4.9 Imunodetekce vybranych proteint

Nitrocelul6zovd membrana byla proplachnuta roztokem PBT a inkubovana v 5%
roztoku mléka po dobu 1 hodiny za stalého tfepani. Protildtka mouse anti-VCP (MA3-004,
Pierce) bylafedéna v 1% mléku (1:300). Membrana byla s primarni protilatkou inkubovéna
ptes noc pii 4 °C za stalého tiepani. Jako referencni protein byl pouzit a-tubulin detekovany
pomoci protilatky (Mouse monoclonal anti-a tubulin, clone DM1A, Sigma; 1:5000).
Membrana byla promyvana v PBT 6 x 10 minut apoté inkubovana se sekundarni
protilatkou Goat anti-mouse horseradish peroxidase conjugate (Bio-Rad, 1:3000), poté
byly 6 x 10 minut promyvany v PBT. Na membranu byl nanesen chemiluminiscencni
substrat SuperSignal West Pico Chemiluminiscent (Thermo Pierce). Signal byl vyvolan na

zatizeni AZURE c600 (Azure Biosystems).

4.10 Statisticka analyza

Statisticka analyza dat byla vyhodnocena programem R Studio 8.2 (R-studio)
a grafické vystupy byly pfipraveny v programu Graphpad Prism 8.0 (GraphPad, Software)
a Microsoft Excel (Microsoft). Vahy organt a anogenitalni vzdalenosti byly hodnoceny
metodou analyzy kovariace (ANCOVA), jako kovariat byla pouzita vaha téla a data byla
hodnocena pro experimentalni a kontrolni skupinu. Fertilizaéni schopnost jedinct byla
hodnocena pomoci binomického testu. Data biochemickych parametrti, parametri spermii
a histologické analyzy testes byla testovana na normalni rozloZeni hodnot pomoci
Shapirova-Wilkova testu. v pfipadé normalniho rozlozeni dat, vysledky byly testovany
pomoci t-testu. v piipade nenormalniho rozlozeni dat, vysledky byly testovany pomoci

Wilcoxonova testu. Korelace mezi jednotlivymi sety dat byla vypocitana pomoci
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Pearsonova korela¢niho koeficientu (r). Vysledky byly zapisovany ve formatu mean + SD.
Hodnota P mensi nez 0,05 byla povazovdna za statisticky signifikantni (*P<0,05;

**P<0,01; ***P<0,001 a ****P<0,0001).
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5. Vysledky

5.1 Vysledky experimenti in vivo

V experimentu byli porovnavani experimentalni samci s navozenym DM2
z parentalni generace (P) s kontrolni skupinou mysi, u prvni filidlni generace (F1) byli
srovnavani potomci experimentalni skupiny a kontrolni skupiny.

Pro potvrzeni diabetického stavu byl zviratim udélan glukoézovy tolerancni test, kde
byla sledovana hladina glukézy v Case. z grafu 1 je patrné, Zze experimentalni skupina
paternalni generace byla diabeticka, jelikoz se do 120 minut hladina gluké6zy nevratila pod
kritickou hladinu gluko6zy 13,9 mmol/l. Pti pravidelném méteni hladiny glukézy v krvi pii
navozovani DM2 u P generace doslo k postupnému nardstu hladiny glukézy v priabéhu
12 tydnd. Ve 12. tydnu experimentu byly pozorovany signifikantni zmény v hladiné
glukézy mezi kontrolni skupinou (10,39+2,29 mmol/l) a diabetickou skupinou
(26,09 + 4,28 mmol/l) (P<0,0001; t-test) (Obr.9). v F1 generaci byli také pozorovany
signifikantni zmény v hladiné glukéozy mezi kontrolni (10,01 +1,73 mmol/l)
a experimentalni skupinou (12,46 + 1,31 mmol/1) (P<0,01; t-test).

Glukozovy tolerancni test

L

0 min. 15 min. 30 min. B0 min. 120 mn.

. HF [} P «HFD F1 Kontrola P Kontrola Fl == Diabeticka hladina

Graf 1. Glukozovy tolerancni test délany u P generace v 21.tydnu Zivota a u F1 generace delany v 10. tydnu

Zivota
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Obrazek 9: Hladina glukozy v krvi v 6,7, 8, 9 a 12 tydnu experimentu u experimentalni skupiny a 12 tydnu
kontrolni  skupiny v P generaci Mean+SD.(****P<0,0001). P generace kontrolni skupina N=10,

experimentalni skupina N=8

Vliv DM2 nem¢l vliv na pocet potomkl ve vrhu v parentalni generaci. v pfipadé
experimentalni skupiny porodilo 6 samicek ze 7. u kontrolni skupiny porodilo 7 samicek
ze 7. Avsak doslo k ovlivnéni poctu potomktt ve vrhu F1 generace, kdy fertilizacni
schopnost kontrolni skupiny byla 89 % a experimentalni skupiny byla 63% (P<0,05;
binomicky test) (Obr.10). v experimentalni skupiné porodilo 5 sami¢ek z 8 a v kontrolni

skuping 8 samicek z 9.

Fertilizaéni schopnost
100+
B0+
60 i —
=2 - ) 2 R
wof (2] [2] 2] |5
s
o T T T T
] < & &
D
S € &L
+° o

Obrazek 10: Grafické zndzorneni fertilizacni schopnosti u parentalni a prvni filialni generace Mean=+SD.
(*P<0,05). P generace kontrolni skupina N=7, experimentalni skupina N=7, F1 generace kontrolni skupina

N=9, experimentalni skupina N=8

5.2 Viha téla a organii, AGD a pocet potomkii

Po 12 tydnech na HFD experimentdlni mysi mély o 16 % vyssi vahu téla
(31,4 +£4,06 g) nez skupina kontrolni (26,47 +2,31 g) (P<0,01; t-test) (Obr.11). uF1

generace (stafi 9 tydnl) byl pozorovan rozdil ve vaze t€la mezi experimentalni
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24,95+ 1,73 g) akontrolni skupinou (26,33 +1,51 g) (P<0,01; t-test). Vzhledem
k riznému stadii myS$i vP aF1 generaci, vahy téla aorgdni nemohly byt spolu

porovnavany.

Vaha téla - 12 tydni experimentu
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Obrazek 11: Viha téla ve pred parenim u P generace. Mean+SD (**P<0,01) P generace kontrolni skupina

N=10, experimentalni skupina N=8§

Po usmrceni mysi byla meéfena anogenitidlni vzdalenost a vaha jednotlivych
reprodukénich organt. Vysledky diabetické a kontrolni skupiny P a F1 generace jsou
zobrazeny v Obr.12.

Analyza ANCOVA ukazala, Ze nasSe prediktory nemély signifikantni vliv na
anogenitalni vzdalenost u P generace (experimentalni skupina (1,26 + 0,03 cm), kontrolni
skupina (1,29 £ 0,04 cm)) (P=0,67) ani u F1 generace (experimentalni skupina (1,22 £ 0,05
cm), kontrolni skupina (1,20 £0,1 cm) (P=0,85). Vaha testes uP generace nebyla
experimentem ovlivnéna (experimentalni skupina (0,21 + 0,01 g) jedna hodnota byla kvili
odlehlosti vyrazena, kontrolni skupina (0,21 £ 0,01 g)) (P=0,22; ANCOVA). Avsak u F1
generace doslo k poklesu vahy testes u experimentalni skupiny (0,17 0,01 g) oproti
skuping kontrolni (0,19 + 0,01 g) (P<0,01; ANCOVA). Varia¢ni tabulka ukazala, Ze vdha
testes v F1 generaci byla signifikantné ovlivnéna experimentem (P<0,01). v pfipad¢ vahy
epididymu u P generace nebyly pozorovany vyznamné zmény mezi experimentalni
(0,06 + 0,004 g) a kontrolni skupinou (0,07 + 0,002 g) (P=0,26; ANCOVA). Ani v analyze
epididymu u experimentalni skupiny F1 generace (0,056 +0,009 g) oproti skupiné
kontrolni (0,059 + 0,004 g) nebyl pozorovan signifikantni rozdil (P=0,14; ANCOVA).
Byly pozorovany statistické zmény v analyze vahy prostaty u P generace, kdy doslo
k poklesu vahy u experimentalni skupiny (0,087 0,016 g) oproti skupiné kontrolni
(0,09 £ 0,019 g) (P<0,0001; ANCOVA). Analyza varia¢ni tabulky prokazala, ze vysledna
hmotnost organu byla signifikantné ovlivnéna experimentem (P<0,01). v pfipadé vahy
prostaty uF1 generace nebyly pozorovany vyznamné rozdily mezi experimentalni

(0,09 £ 0,01 g) akontrolni skupinou (0,08 £0,01 g) (P=0,11; ANCOVA). Diabetické
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prostfedi neovlivnilo vahu semennych vakti u P (experimentalni skupina (0,25 + 0,04 g),
kontrolni skupina (0,27 = 0,03 g)) (P=0,39; ANCOVA) ani u F1 generace (experimentalni
skupina (0,16 + 0,02 g), kontrolni skupina (0,17 + 0,03 g)) (P=0,12; ANCOVA).

Dal§imi vazenymi organy byly ledviny, slinivka a jatra (Obr.13). Véha ledvin
v P generaci experimentalni skupiny vzrostla (0,35 + 0,03 g) oproti kontrolni skuping
(0,33 £0,02 g) (P<0,01; ANCOVA). Avsak analyza variacni tabulky ukézala, ze hlavni
vliv na vahu organti méla vaha téla (P<0,001) a ne experiment (P=0,6). Vaha ledvin v F1
generaci u experimentalni skupiny poklesla (0,28 £0,03 g) oproti skupiné kontrolni
(0,29 £ 0,03 g) (P<0,001; ANCOVA). Také v tomto piipad¢ analyza variacni tabulky
ukazala, Ze vaha ledvin byla ovlivnéna v zavislosti na vaze t¢la (P<0,001), a ne vlivem
experimentu (P=0,7). v ptipad¢ sleziny, vaha organu dle analyzy nebyla ovlivnéna v P
generaci u experimentalni skupiny (0,077 £+ 0,008 g) oproti skupiné kontrolni (0,084 £ 0,01
g) (P=0,35; ANCOVA). Analyza ANCOVA ukéazala, Ze ani v F1 generaci vaha sleziny
u experimentalni skupiny (0,09 £ 0,01 g) nebyla signifikantné ovlivnéna prediktory oproti
kontrole (0,1 £ 0,009 g) (P=0,06; ANCOVA).

Hmotnost organti spojenych s metabolismem glukézy byla vyrazné zménéna
u parentalni generace. Vaha jater vzrostla u experimentalni skupiny (1,6 £ 0,1 g) oproti
kontrolni skupin€ (1,4 +0,1 g) v P generaci (P<0,001; ANCOVA). Vysledny efekt dle
variacni tabulky byl zpiisoben jak vahou téla (P<0,01), tak vlivem experimentu (P<0,01).
v F1 generaci také doslo k narGstu vahy jater u experimentalni skupiny (1,37 +0,1 g)
v porovnani s kontrolni skupinou (1,3 = 0,1 g) (P<0,001; ANCOVA), ptficemz vysledny

efekt byl ovlivnén vahou téla (P<0,001) i vlivem experimentu (P<0,01).
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Obrazek 12: Grafické znazornéni anogenitalni vzdalenosti a vihy reprodukcénich organii v zavislosti na vaze

téla. P generace kontrolni skupina N=10, experimentalni skupina N=8, F1 generace kontrolni skupina N=9,

experimentalni skupina N=10
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Obrazek 13: Grafické zndazornéni vahy organii v zavislosti na vaze téla. P generace kontrolni skupina N=10),

experimentalni skupina N=8, F1 generace kontrolni skupina N=9, experimentalni skupina N=10

5.3 Parametry spermii

Pomoci svételného a fluorescencniho mikroskopu byly hodnoceny nasledujici

parametry: koncentrace spermii, morfologie spermie, separace hlavicky, apoptoticky stav

spermie — Annexin V, stav intraakrozomalnich proteini — GAPDHS a TERA, stav jadra —

CMA3 a pomér protamind, ktery byl hodnocen pomoci elektroforetické separace (Obr.14).
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Obrazek 14: Grafické zndzornéni hodnocenych parametrii spermii: koncentrace, morfologie hlavicky,
intraakrozomalni proteiny GAPDHS a TERA, pomér Pl a P2 a chromomycin A3 pozitivné znacené spermie.
Mean+SD (*P<0,05, **P<0,01, ***P< 0,001 a ****P<(0,0001). P generace kontrolni skupina N=10),

experimentalni skupina N=8, F1 generace kontrolni skupina N=9, experimentalni skupina N=8

Diabetické prostfedi neovlivnilo koncentraci spermii mezi experimentalni
(16,16 £5,36 * 10° bun&k/ml) a kontrolni skupinou (22,2 +7,3 * 10° bungk/ml) u P
(P=0,07; t-test) ani u F1 (P=0,4; t-test) (experimentéalni skupina (12,9 + 3,3 10° bunék/ml),
kontrolni skupina (14,5 + 4,3 * 10° bun&k/ml).

45



U experimentalnich zvitat byla zhor§ena morfologie hlavicky (abnormalni tvar), kdy
pocet abnormalnich bunék se zvysil (7,2 + 2,96 %) oproti skupiné kontrolni (5,95 + 1,4 %)
v P generaci (P<0,05; t-test). vF1 generaci morfologie hlavicky byla zhorSena
u experimentalni skupiny (6,2 + 1,3 %) oproti skupiné kontrolni (4,8 + 0,7 %) (P<0,05; t-
test).

Co se tyce vysledkt separace hlavicky, rozumi se oddéleni hlavicky od biciku,
v P generaci nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam (experimentalni skupina
(8,3 = 1,3 %), kontrolni skupina (10,9 + 4,3 %) (P=0,35; Wilcoxon test), ale v F1 generaci
byla hlavicka u experimentalni skupiny (16,6 + 7,4 %) cCast¢ji odd€lena od biciku oproti
skuping kontrolni (11,3 + 9,9 %) (P<0,01; Wilcoxon test).

Dal$im hodnocenym parametrem byl apoptoticky stav spermie. AvSak mezi
experimentalni (57,1 £10 %) a kontrolni skupinou (53,2 + 6,7 %) nebyly pozorovany
vyznamné zmény (P=0,31; t-test), u F1 generace experimentalni skupina (44,8 £ 5,2 %)
méla méné apoptotickych bunék oproti kontrolni skupiné (54,9 £ 5,5 %) (P<0,01; t-test).

Pfi hodnoceni stavu intraakrozomalnich proteini byly hodnoceny dva proteiny —
GAPDHS a TERA (Obr.15). v ptipadé GAPDHS akrozom spermie u experimentalni
skupiny P generace (59,8 = 3,5 %) byl znaen méné nez ve skupiné kontrolni (80,2 +2,8
%) (P<0,001; Wilcoxon test). v F1 generaci také doslo k signifikantné nizSimu znaceni
akrozomalnich proteind u experimentalni skupiny (71,1 £ 5,2 %) oproti skupiné kontrolni
(77,3 £2,5 %) (P<0,01; Wilcoxon test). u druhého intraakrozomalniho proteinu TERA
u experimentalni skupiny (56,7 £12 %) v P generaci doSlo ke snizeni znaCeni oproti
skuping kontrolni (74,8 + 6 %) (P<0,001; Wilcoxon test). v F1 generaci byl protein také
signifikantné méné znacen u experimentalni skupiny (67,8 £4,5 %) oproti kontrolni

skuping (73,1 + 4,5 %) (P<0,05; t-test).
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DAPI FITC Smideny

GAPDHS pozitivni

GAPDHS negativni

TERA pozitivni

TERA negativni

Obrazek 15: Spermie pozitivné a negativné znacené protilatkou proti GAPDHS a TERA proteinu, snimané
v kanalu DAPI, FITC a vysledny smiseny obraz

Dal$im hodnocenym parametrem bylo zastoupeni proteinii protaminti v jadie
hlavi¢ky spermie pomoci elektroforektické separace proteind v polyakrylamidovém gelu
(Obr.16). uexperimentalni skupiny v P generaci byl pomér protamini (0,47 + 0,04)
a kontrolni skupiny byl (0,52 +0,02), pomér protaminii v experimentalni skupiné byl
snizen o 10 % (P<0,001; Wilcoxon test). v F1 generaci jiz nebyly pozorovany zmény
v poméru protamind (experimentalni skupina (0,5 £ 0,04), kontrolni skupina (0,5 + 0,03)
(P=0,75; Wilcoxon test). Co se tyce dalsi metody — CMA3 barveni hodnotici kvalitu DNA
(Obr.17), u P generace nebyl pozorovan statisticky rozdil mezi experimentalni (1,8 + 1 %)
a kontrolni skupinou (2,5 £ 1,1 %) (P=0,16; Wilcoxon test) ani u F1 generace nedoslo
ke statisticky vyznamnym zméndm mezi experimentalni (1,7 + 1 %) a kontrolni skupinou

(2,4 + 1,4 %) (P=0,26; Wilcoxon test).

Pl

Obrazek 16: Polyakrylamidovy gel se separovanymi proteiny P1 a P2 barveny pomoci EZblue, kontrolni

skupina
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razek 17: Spermie CMA3 negativni a pozitivni, snimané v kandlu , " a vysledny smiseny obraz
Obrazek 17: Spermie CMA3 negativni a pozitivni, snimané v kanalu DAPI, FITC a vysledny smiSeny obra

CMA3 negativni

CMAS3 pozitivni

5.4 Histologicka analyza testes

5.4.1 Morfologicka analyza testes

Morfologicka analyza byla udélana na 6um fezech testes obarvenych hematoxylin-
eosinonem. Hodnocen byl morfologicky stav semenotvorného kanalku. Kanalky byly
roziazeny do skupin s normalni morfologii, prazdnymi, nediferenciovanymi a defektnimi
kanalky (Obr.18). Ve skupin¢ s normalni morfologii kanalku nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil mezi experimentalni (79,9 + 6,8 %) a kontrolni skupinou (82,7 £ 5,6 %)
paternalni generace (P=0,36; t-test). v ptipadé F1 generace kanalky s normalni morfologii
byly zastoupeny obdobné mezi experimentalni (85,9 £+ 4 %) a kontrolni skupinou (89 + 3,9
%) (P=0,15; t-test). Ve skupiné s prazdnymi kanalky nebyly také zaznamenany
signifikantni rozdily mezi experimentalnimi (1,1 + 0,7 %) a kontrolnimi vzorky (0,5 + 0,8
%) u P generace (P=0,12; t-test). v experimentalni skupin€ F1 generace nebyly pozorovany
zadné prazdné kanalky. v kontrolni skuping bylo 0,7 £ 1,1 % kanalkd prazdnych (P=0,09;
t-test). Procentudlni zastoupeni nediferenciovanych kandlki bylo obdobné mezi
experimentalni (8,1 = 2,7 %) a kontrolni skupinou (7,8 & 2,9 %) P generace (P=0,8; t-test)
i1 F1 generace (5,6 = 4,9 %; resp. 3,6 = 2,4 %) (P=0,3; t-test). v piipad¢ defektnich kanalki
také nebyly pozorovany signifikantni rozdily u P (10,6 £ 7,6 %; resp. 9 + 3,3 %) (P=0,57;
t-test) ani u F1 generace (8,5 + 3,9 %; resp. 6,7 + 1,5 %) mezi kontrolni a experimentalni

skupinou (P=0,28; t-test).
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Obrazek 18: Grafické zndzornéni morfologického stavu semenotvornych kandalky u P a F1 generace.
K=Kontrola, H=HFD Mean+SD. P generace morfologie testes kontrolni skupina N=10, experimentalni
skupina N=8, FI generace kontrolni skupina N=9, experimentalni skupina N=10; pocitano 100 kanalki

u kazdého jedince

U experimentalni i kontrolni skupiny P generace bylo tedy vice jak 79 % kanalkt
z morfologického hlediska v poradku. v F1 generaci bylo u obou skupin v poradku vice nez
85 % kanalkt (Obr.19a). Byla pozorovana prazdna lumen kanalku, kde chybéla néktera
bunécna stadia vedouci ke vzniku spermie (Obr.19b), ¢imz doslo k naruseni pribéhu
spermatogeneze a spermiogeneze. v nediferenciovanych kanalcich byl pozorovan stav, kdy
cely vnitiek byl plny bunék (Obr.19c; 20b,c). u defektnich kanalkli bylo naruseno
standartni uspotradani bunék a bunky byly dezorganizovany (Obr.19d; 20a). Také byl
pozorovan stav, kdy kanalky byly atrofovany a smrs€ny (Obr.20d,e - $ipky).

49



Obrazek 19: Histologické tezy testikularni tkané barvené hematoxylinem-eosinem (zvétseno 200x); a)
Histologicky preparat kandlku s normalni morfologii a probihajici spermatogenezi; b) Prdazdné kandlky bez
lumen; c) Nediferenciované kandlky, d) Defektni kandlky

Obrazek 20: Vybrané ukazky defektii kandlkii (a, b, c¢ zvetseno 400x, d, e zvetseno 200x); a) Narusené

usporadani zarodecnych bunék; b a c) Nediferenciované kanalky plné bunék; d a e) Atrofické degenerované

kanalky (Sipky)

5.4.2 Morfometricka a imunohistochemicka analyza testes

Vysledky morfometrické analyzy jsou zobrazeny na Obr.21. Hodnocena byla
paternalni generace, vzhledem k nepriikaznym vysledkiim morfologické analyzy u P a F1
generace. VSechny méfené hodnoty byly rozdélené do skupin (I-II1, IV-VI, VII-VIII, IX-

XII), z divodu mozného ovlivnéni vysledkl procesem spermiogeneze (Obr.22c¢).
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U pruméru kanalku bylo zjis$téno, Ze u vSech experimentalnich skupin doslo k jeho
snizeni. Ve skupiné I-III diametr kanalku u experimentalni skupiny (164,4 + 31,1 pm)
poklesl o 11 % oproti kontrole (182,8 + 18,8 um) (P<0,01; Wilcoxon test). Ve skupiné IV-
VI primér kanalku u experimentdlnich vzorkd (176 + 24,5 pm) poklesl o 6 % oproti
kontrolam (186,9 £ 16,7 um) (P<0,01; t-test). Ve skupin¢ VII-VIII diametr kanalku
u experimentdlni  skupiny (174,3 21,8 um) poklesl 09 % oproti kontroldm
(191,1 + 18,3 um) (P<0,0001; t-test). Ve skupiné IX-XI diametr kanalku u experimentalni
skupiny (168 + 20,2 pm) poklesl o 11 % oproti kontrole (187,2 + 21,8 pm) (P<0,0001; t-
test).

Dal§im parametrem morfometrické analyzy bylo méfeni tloustky semenotvorného
epitelu (=prumér kanalku — primeér lumen). Diabetické prostiedi ovlivnilo vSechna stadia
spermiogeneze. Ve skupiné I-III byla tloustka semenotvorného epitelu u experimentalni
skupiny (73,8 £27,1 um) sniZena o 28 % oproti kontrolni skupiné (102,5 + 20,5 um)
(P<0,0001; Wilcoxon test). ustadii IV-VI v experimentalni skupiné (90,2 £23,3 um)
doslo ke snizeni tloustky epitelu o 15 % procent v porovnani s kontrolni skupinou
(105,6 = 19,8 pm) (P<0,001; Wilcoxon test). v piipadé VII-VIII stadia spermiogeneze byla
tloust’ka epitelu u experimentalni skupiny (108,7 + 20,4 um) snizena o 5 % oproti kontrole
(115,6 = 17,8 pm) (P<0,05; t-test). v posledni skupiné stadii [X-XII tloustka epitelu byla
snizena uexperimentadlni skupiny o017 % vporovnani s kontrolni skupinou

(99,8 £20,1 um) (P<0,0001; t-test).
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Obrazek 21: Grafické znazornéni diametru kanalku, tloustky semenotvorného epitelu, poméru meiotickych
bunék na plochu kanalku a kvantifikace Cx43 v Leydigovych bunkdch. Mean + SD. Kontrolni skupina N=10,
Experimentdlni skupina N=8. (*P<0,05, **P<0,01, ***P< 0,001 a ****P<0,0001). u kazdého jedince

pocitano minimalné 30 kanalkii.

Obrazek 22: Mikroskopické preparaty rezii testes znacené protilatkou proti SYCP3 a barvené s DAPI. Snimané
fluorescencnim mikroskopem (Zvétseno 200x). a) vsechny 3 barevné kandaly b) FITC — znacené SYCP3 bunky

¢) DAPI — viditelné faze spermiogeneze dle znacenych jader spermii

Nésledujicim  zkoumanym parametrem byl pocet meiotickych bunck
(spermatocytd ve fazi pachytene) na plochu semenetvorného kanalku (Obr.22b). v prvni
skupiné I-1II doslo k signifikantnimu sniZzeni poctu znacenych bun¢k na plochu kanalku
u experimentalni skupiny (0,0017 £ 0,0005) 020,2% oproti kontrolni skupiné
(0,0021 £+ 0,0007) (P<0,01; t-test). Ve druhé skupin¢ IV-VI nebyl pozorovan signifikantni
rozdil mezi skupinou experimentalni (0,0017 £ 0,0004) a kontrolni (0,0019 + 0,0005)
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(P=0,07; Wilcoxon test). Ve tfeti skupiné¢ VII-VIII dosSlo k narustu pocétu pozitivné
znacenych bun€k pomoci SYCP3 na plochu kandlku o 7 % u experimentalni skupiny
(0,0019 £ 0,0004) oproti skupiné kontrolni (0,0017 &= 0,0003) (P<0,05; t-test). v posledni
skupiné IX-XII nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi skupinou experimentalni
(0,0029 £ 0,001) a kontrolni (0,0027 + 0,008) (P=0,08; Wilcoxon test).

Poslednim studovanym parametrem v histologické analyze byla relativni
kvantifikace exprese proteinu Cx43 v LB v intersticialnim prostoru (Obr. 20). Bylo
zjisténo, ze v experimentalni skupingé (0,1 £0,06) doslo ke zvySené expresi proteinu

0 41,6 % oproti skupin¢ kontrolni (0,06 = 0,06) (P<0,0001; Wilcoxon test) (Obr.21).

1354 10 11

1354 10 11 1la

Kontrola

1275_15_16_1a

Obrazek 23: Mikroskopické preparaty rezit testes kontrolni a HFD skupiny znacené protilatkou proti Cx43

a barvené DAPI s naslednou kvantifikaci v Image J. (Zvétseno 200x; vyrezy kandlkit a mezibunécnych prostor)

5.5 Analyza exprese proteini

Analyza relativni exprese proteinu v testikularni tkani byla provedena pomoci
metody Western Blot s naslednou imunodetekei a kvantifikaci proteinu. Analyzovan byl
protein o velikosti 97 kDa TERA (VCP) na vzorcich paternalni generace (Obr.24).
Relativni exprese proteinu u experimentalni skupiny (0,73 + 0,29) byla snizena o 27 %
oproti skupiné kontrolni (1 £ 0,4) (P<0,05; t-test) (Obr.25). Data ziskana z této analyzy
korelovala s vysledky hodnoceni procentualniho zastoupeni pozitivné znacenych spermii

protilatkou proti TERA proteinu (Obr.26) (r=0,79) (P<0,05).
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TERA
~93 kDa

aTubulin
~ 50 kDa

Obrazek 24: Detekce TERA proteinu, Proteiny byly separovany na 12% gelu za pouziti SDS-PAGE a nasledné

byla provedena imunodetekce s protilatkou proti proteinu TERA a aTubulinu
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Obrazek 25: Grafické znazornéni relativniho mnozstvi proteinu TERA v testikularni tkani v P generaci.

Kontrolni skupina N=10, Experimentalni skupina N=8. (*P<0,05)

Korelace relativni exprese TERA proteinu v testes
a % pozitivné zna¢enych bunék protilatkou proti TERA ve spermii
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Obrazek 26: Korelace dat ziskanych z analyzy exprese TERA v testikularni tkani a % pozitivné znacenych

spermii protilatkou proti intraakrozomalnimu TERA proteinu
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6. Diskuze

V poslednich letech dochéazi k rozvoji tzv. civilizacnich chorob, mezi které pati
cukrovka a neplodnost. Nartista pocet pacientl s diabetes mellitus, pficemz se odhaduje, ze
za soucCasného stavu 451 miliéni nemocnych po celém svété by mohl nardst za dalsich
zhruba dvacet pét let dosahnout 693 milioni (Cho a spol., 2018). Dal$im problémem, ktery
postihuje lidskou populaci, je neustale se zvySujici neplodnost. Pokles plodnosti se stdva
velkym problémem v mnoha vyspélych zemich. Nardstd pocet neplodnych part
(Mascarenhas a spol., 2012) a muzska neplodnost pfispiva k neplodnosti z vice jak 50 %
ptipadd (Agarwal a spol., 2015). Muzska neplodnost je zptisobena fadou faktorti, jako je
genetické pozadi, zivotni prostiedi artiznd onemocnéni, napiiklad diabetes mellitus
(Condorelli a spol., 2018). Navic dochazi k odkladani rodi¢ovstvi do pozde€jsiho véku, coz
je spojeno se zvySenym vyskytem neplodnosti (Colasante a spol., 2018) a metabolickych
onemocnéni, jako je diabetes mellitus 2. typu (WHO, 2016). Vyzkum problematiky
diabetes mellitus a jeho vlivu na reprodukci doposud ukézal, ze vlivem DM dochazi ke
zménam v organismu, které negativné ovliviuji spermatogenezi, kvalitu a funkci spermii,
erekci a ejakulaci (Aguirre-Arias a spol., 2017; Condorelli a spol., 2018; Korani & Sonbol,
2018). Avsak mechanismus zodpoveédny za poruchu muzské plodnosti ani ptesny vysledny
efekt neni doposud pfili§ znam. z tohoto diivodu je diilezité se touto problematikou zabyvat.

Cilem této prace bylo zjistit vliv indukovaného DM2 na vybrané reprodukéni
parametry u mysi inbredni linie C57BL/6J v porovnani s kontrolni skupinou a mozny vliv
paternalniho diabetu na reprodukéni parametry prvni filialni generace. Nase prace vyuziva
inovativni pfistupy v hodnoceni vlivu DM2 na reprodukci mysi. Doposud nebyl studovan
vliv. DM2 na stav proteini spermie — intraakrozomalni proteiny, jaderné proteiny
protaminy ani stav mezibunécné komunikace v intersticidlnim prostoru testes.

Diabetes mellitus 2. typu byl u experimentalnich zvitat kmene C57BL/6J navozen dle
protokolu ve studiich autor Wang a spol. (2014) a Zhang a spol. (2014). Mysi inbredni
linie byla chovdna v pfedem danych neménnych podminkich pii dvanactihodinovém
svételném rezimu, pfistupem k vodé a potrave ad [ibitum. u mysi tedy nemohlo dojit
k ovlivnéni navozeného diabetu dal$imi rizikovymi faktory, jez by mohly negativné
ovlivnit experiment, jako je tomu u lidi.

Po deviti tydnech na vysokotu¢né diet¢ (HFD) byla samctim injikovana jedna davka
streptozotocinu, ¢imz doslo castecné ke specifické destrukci f bun€k pankreatu, které
produkuji inzulin. u mysi tak byl posunut zdravotni stav z glukézové intolerance do pIné
rozvinutého onemocnéni DM2. v tomto stavu byli experimentalni samci ponechani dalsi
Ctyfi tydny (stale HFD) apoté byli pfipusténi s neovlivnénymi samickami. Narozené

potomstvo (F1 generace) na standardni stravé bylo testovano ve véku deseti tydnt. Veskera
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experimentalni zvifata byla porovnavana s kontrolami, které byly stejné staré jako
experimentalni jedinci.

Ackoliv je streptozotocin primarné rozpoznavan a transportovan GLUT2 do § bunék
pankreatu, Wei a spol., (2014) testovali, zda vlivem STZ nedochazi k ovlivnéni parametra
spermii, i kdyZz ptisobi na organismus jen kratkou dobu vzhledem k jeho polocasu rozpadu
(5-15 minut). Testovanim histonu YH2AX, ktery je citlivy na poskozeni DNA, autofi
zjistili, ze nizka davka streptozotocinu neposkozuje DNA spermie. k poskozeni DNA
nedoslo ani v dalsich dnech (po 1 dni, 1 tydnu ani po 4 tydnech) od injikovani STZ.
Testovanim metylacniho vzoru navic zjistili, Ze vlivem STZ nedochazi k epigenetickym
zménam v DNA spermii. Diky témto vysledkiim mutizeme fici, ze nami ziskané vysledky
testovanych parametrii spermii vznikly ptisobenim DM2, a ne vlivem alkyla¢niho ¢inidla
STZ.

V experimentech in vivo byla mySim pravidelné méfena hladina glukozy v krvi.
Primérna hladina glukoézy v séru ad libitum byla jiz po Sesti tydnech na HFD 15,7 mmol/l,
za diabetické jedince jsou povazovani jedinci s hladinou glukézy v krvi vyssi nez 13,9
mmol/l (Bohuslavova a spol., 2013; Pavlinkova a spol., 2017). Po jedné aplikaci nizké
davky STZ byla primérnd hladina glukosy u experimentalnich samct pied pripusténim
26,1 mmol/l, kdezto u kontrolnich samct byla hladina glukézy 10,4 mmol/l. Tudiz doslo
k nartistu hladiny glukézy v krvi u experimentélnich jedincti o 150 % oproti jedincim
kontrolnim. Podobné vysoky nartst hladiny glukézy v krvi u experimentalnich jedinct
pozorovali i Zhang a spol., (2014), podle jejichz protokolu byl DM2 u naSich mysi
navozen. v pfipad¢ F1 generace byly pozorovany signifikantni rozdily v hladiné glukozy
v krvi, kdy doSlo k nartistu hladiny u experimentalnich jedincti o 25 %, avSak primérna
hladina glukézy 12,5 mmol/l nepiekrocila kritickou diabetickou hranici 13,9 mmol/I.
Glukozovy toleranéni test nepotvrdil narusenou glukozovou toleranci. Nase vysledky jsou
ve shodé s vysledky jinych autori (Fullston a spol., 2013; Wei a spol., 2014). Je ale mozné,
ze by ¢asem doslo k zhorSeni glukdzové tolerance jako tomu bylo ve studii autori Ng
a spol. (2010), ktefi pozorovali, ze u potomkti samcti krmenych HFD doslo k zhorSené
sekreci inzulinu anaruseni glukézové tolerance, ktera se Casem zhorSovala oproti
kontrolam. Tedy inasSe experimentalni generace by mohla byt nachylnéjsi k rozvoji
metabolického onemocnéni DM2, vzhledem k zvysené hladiné glukézy v krvi v 10. tydnu
veéku.

V experimentalni ¢asti nasi studie byl zkouman vliv DM2 na véhu téla, vybranych
organd, anogenitalni vzdalenost, fertilizacni schopnost samct a kvalitu spermii. Dale byla
hodnocena morfologie testikularni tkan¢, morfometrie testikularnich kanalki a také byla
provedena imunohistochemicka analyza testikularnich fezi. Mimo jiné byla provedena

analyza vybrané¢ho testikularniho proteinu souvisejiciho s kvalitou spermii.
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Vlivem DM2 doslo k nardstu vahy téla o 16 % u experimentalni skupiny paternalni
generace oproti kontroldm, pravdépodobné kvili akumulaci tukové hmoty. ZvySenou vahu
téla u hyperglykemickych-obéznich mys$i pozorovali Hellman a spoluautofi (1963) a Fan
a spol. (2015). Také autofi Srinivasan a spol. (2005) potvrdili signifikantni narist vahy
u jedinct krmenych HFD. Pficemz potvrdili, ze tento model replikuje pfirozenou historii
a metabolické vlastnosti lidského typu DM2. Naopak ve studiich, kde byl navozovan
diabetes jen pomoci STZ bez HFD, u experimentalnich jedincti doslo k signifikantnimu
poklesu vahy oproti kontrolam (Long a spol., 2018; Shrilatha & Muralidhara, 2007).

U F1 generace jsme zjistili signifikantni pokles vahy téla, a to jiz od prvniho vazeni
v 5. tydnu véku (nezvetfejnéna data). Podobné vysledky byly pozorovany i u porodni vahy
novorozencd, jejichZ otcové trpi DM2, oproti maternalnimu diabetu, kdy novorozenci maji
zvySenou porodni hmotnost (Tyrrell a spol., 2013). Vliv paternalniho DM2 nebyl piili§
studovan a mechanismus ovlivnéni porodni vahy potomkd neni znam. Tyrrell a spol.
(2013) jako jedni z prvnich v rozsahlé studii poskytuji dikaz, Ze porodni hmotnost je
ovlivnéna DM?2 otce. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim tohoto efektu je geneticka
variace prechazejici z otce na potomka, kterd ovliviiuje jak niz$i porodni hmotnost, tak
zvysSené riziko rozvoje diabetu 2. typu.

Vlivem DM2 dochazi ke snizeni hladiny pohlavnich hormont (Condorelli a spol.,
2018; Dhindsa a spol., 2004; Fan a spol., 2015; Pontes a spol., 2011; Soliman a spol.,
2018). u anogenitalni vzdalenost je znamo, Ze je u samcli 2x delsi nez u samic a pii nizké
hlading€ androgenti dochézi k jejimu zkraceni (Zhou a spol., 2016). z tohoto diivodu jsme
v nasi studii tento parametr méfili, avSak nebyly pozorovany zmény mezi experimentalni
a kontrolni skupinou u P ani F1 generace. Je tedy mozné, Ze z divodu akumulace tuku
v téle 1 oblasti genitalii nedoslo k zmenseni AGD, nebo pokles hladiny androgenti u DM2
jedinct neni tak vyznamny, aby signifikantné ovlivnil AGD.

Normalni vaha testes je spojovana se spravnym pribéhem spermatogeneze (Markey
a spol., 1995). Ale snizena vaha testes je ¢asto pozorovana u DM2 jedinct v P generaci
(Hellman a spol., 1963; Kianifard a spol., 2012; Pontes a spol., 2011), z divodu sniZzené
hladiny pohlavnich hormonti ovliviiujicich testikularni tkan (Condorelli a spol., 2018).
Avsak autofi Aguirre-Arias a spol. (2017) ani my jsme v nasi studii nepozorovali zménu
v relativni vaze testes u P generace. Ale u experimentalnich jedincti nasi F1 generace doslo
k signifikantnimu snizeni vahy testes oproti kontrolni skupin. Vysledny efekt mohl byt
zpusoben diabetickym prostfedim u samct, jez ovlivnilo epigenetickou informaci
zarodec¢nych bunék, stejné jako je tomu u efektu snizeni vahy téla F1 generace. Vysledny
pokles vahy testes mohl byt zplisobeny zmensenym testikularnim objemem u potomstva,

aniz by tento efekt narusil morfologickou strukturu testes.
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Dalsi dulezité organy pro schopnost reprodukce jsou prostata a semenné vaky. Jejich
sekrety spolu se spermiemi jsou smichany v mocové trubici atim dochédzi ke vzniku
spermatu. Sekret prostaty je dulezity pro spravnou funkci spermii, atudiz pfispiva
k plodnosti jedince. Jeji sekret tvoii 3744 % celého objemu ejakuldtu a semenné vaky
ptispivaji z 55-61 % (Ndovi a spol., 2007). v ptipadé nasi studie jsme pozorovali pokles
vahy prostaty v P generaci, cozZ mize zpisobovat mensi mnozstvi ejakulatu u diabetickych
jedinct (Ali aspol., 1993). Ve vaze semennych vaki rozdil ve vaze pozorovan nebyl.
v dalsich studiich bylo pozorovano, Ze byla ovlivnéna vaha obou organt (Pontes a spol.,
2011; Popoola, Ashefor, Akanni, & Adaramoye, 2017; Soliman a spol., 2018).

Jatra jsou velmi dilezitym organem vregulaci metabolismu glukozy (vcetné
glykogeneze, glykogenolyzy, glykolyzy a glukoneogeneze) alipidi (lipogeneze
a lipolyzy). v dtisledku vysokotuéné diety dochazi k akumulaci tuku v jatrech, coz ma za
nasledek nartst jejich hmotnosti, vzniku inzulinové rezistence, dochdzi k zhorSené
funk¢nosti a jejich poskozeni, které mtze vést k onemocnéni tzv. nealkoholické tukové
jaterni chorob¢, ktera je Casto pozorovana u pacientd s DM2 (Bugianesi a spol., 2005;
Pozzo a spol., 2016).

V nasem piipad¢ také doslo k signifikantnimu nartistu vahy jater u experimentalnich
jedincti v P generaci. Vlivem DM2 navozeného u otce doslo k signifikantnimu nartstu
vahy jater i u F1 generace. Fullston a spol. (2013) na mys$im kmenu C57BL/6, ktery byl
krmen HFD stravou pozorovali, Ze uF1 experimentalnich samct také byla zvySena
hmotnost jater. Bylo zjisténo, Ze vlivem HFD a DM2 je ovlivnéna exprese a metylacni vzor
nejen v tkani pankreatu (Wei a spol., 2014), ale i v tkani jater (Keleher a spol., 2018). Je
tedy mozné, Ze vlivem HFD a nésledného rozvoje metabolického onemocnéni DM2 byla
ovlivnéna exprese a metylac¢ni vzor genti v jatrech castnicich se metabolismu, coz mélo
za nasledek zvySenou vahu jater i u potomstva.

Analyza kvality spermatu je dilezita pro hodnoceni reprodukéni schopnosti jedince.
Hodnoti se koncentrace spermii, motilita, morfologie a dal§i parametry pro které jsou
presn¢ dané normy (WHO, 2010). u pacientti s DM2 je pozorovana snizena koncentrace
spermii oproti zdravym jedinciim (Singh a spol., 2014; Condorelli a spol., 2018). 1 v nasi
studii jsme hodnotili koncentraci spermii ziskanych z epididymu mysi. Pozorovali jsme
jisty trend poklesu koncentrace spermii u experimentalnich jedincti o 25 % oproti jedinciim
v kontrolni P generaci a v F1 generaci o 11%. Je tedy mozné, Ze i v nasi studii vlivem DM2
doslo ke snizeni koncentrace spermii, avSak s ohledem na mnozstvi testovanych zvifat
vysledek neni signifikantni. Je mozné tedy mozné, Ze i v nasi studii byla vlivem oxida¢niho
stresu ovlivnéna koncentrace spermii, coZ je v souladu se studiemi ostatnich autord

(Bahmanzadeh a spol., 2016; Shrilatha & Muralidhara, 2007).
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Dal$im hodnocenym parametrem nasi prace byl morfologicky stav spermii. Vlivem
diabetického prostiedi mtize byt naruSeny pribéh spermiogeneze vedouci k vice nez
10nasobnému zhorseni morfologie hlavicky spermie (Long aspol., 2018; Shrilatha
a Muralidhara, 2007). u naseho experimentu byl vyskyt abnormalni morfologie hlavicky
spermie vyss§i nez v ptipade kontrol jak v P generaci, tak i v F1 generaci. Hodnocena také
byla separace hlavicky. v P generaci nebyly pozorovany signifikantni zmény mezi
kontrolni a experimentalni skupinou, ale vF1 generaci doSlo kseparaci Ccastéji
u experimentalni skupiny, a to o vice nez 5 %. Spolu se zhorSenou morfologii spermii to
muze znacit naruSeny prub¢h spermiogeneze (Chemes a spol., 1999). Zvysené procento
separovanych hlavicek spermii u jedincii F1 generace mozné naruseni ukotveni hlavicky
k biciku a také ovlivnéni proteinti i€astnicich se tohoto spojeni (Shang a spol., 2017; Yuan
a spol., 2015).

Spermie jedinci s DM2 vykazovaly ve studii autorti Aguirre-Arias a spol. (2017)
signifikantné zvySeny podil apoptotickych bun¢k hodnocenych pomoci Annexin v kitu.
Avsak v naSem pfipadé¢ vysledek neni prikazny vzhledem k tomu, Ze i kontrolni jedinci
méli vysoké procento znaCenych bunék pomoci Annexin v kitu. ZvySeny pocet
apoptotickych bunék i v ptipadé kontrol vznikl pravdépodobné chybou v testovani, tudiz
vysledky z tohoto testu nebyly dale hodnoceny.

Dal$im hodnocenym parametrem byla detekce intraakrozomalnich proteint, které
urcuji stav akrozomu a i€astni se vazby spermie/vajicko. Nepfitomnost téchto proteint
muize znacit, Ze u spermie doslo k pfedcasné akrozomadlni reakci vzhledem k narusené
integrit¢ membrany (Lancellotti a spol., 2010; Visconti a spol., 1999) nebo Spatném
pribéhu spermatogeneze, kdy proteiny ve spermii upIn€ chybi (Feiden a spol., 2008; Cayli
a spol., 2011).

V piedchozi praci nasi laboratore jsme zjistili a prokazali, ze detekce akrozomalnich
proteint je dulezitym diagnostickym markerem kvality spermii (Peknicova a spol., 2005;
2002; Peknicova & Moos, 1990; 2007; Tepla a spol., 2006). Pozd&ji byla prokazana
vazebna schopnost intraakrozomalniho proteinu glyceraldehyd fosfat dehydrogenazy
specifické pro spermie (GAPDHS) pro vazbu spermie na vajicko (Margaryan a spol.,
2015). Dalsi dalezity akrozomalni protein, ktery je zodpovédny za motilitu spermii a ma
ulohu i v metaboslismu spermii je akrozomalni endoplasmaticka retikularni ATPasa
(TERA).  Pokles znaCenych intraakrozomalnich proteini byl zjistén u pacientd
s patologickym spermiogramem, kdy u téchto jedincti dochazi ke snizené fertilizaéni
schopnosti (Capkova a spol., 2016; Tepla a spol., 2006). v nasi studii u DM2 jedincii byl
pozorovan signifikantni pokles znaceni jak GAPDHS proteinu u experimentalni skupiny
P generace i F1 generace oproti kontroldm, tak u TERA proteinu u experimentalni skupiny

P generace i F1 generace oproti kontrolam. Vysledky naznacuji, Ze u obou proteint doslo
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k podobnému naruseni syntézy a nasledné detekci intraakrozomalnich proteinti vlivem
DM2 u P generace i u F1 generace.

Pro podrobnéjsi testovani relativni exprese proteinu v testes byl vybran protein TERA.
Tento protein je exprimovan v pribéhu postnatilniho vyvoje v testes a epididymis.
U dospélych jedincii je exprese proteinu pfitomna prakticky ve vSech fazich vyvoje
zarodecnych bunék (Cayli a spol., 2011). Zjistili jsme, Ze doslo k signifikantnimu snizeni
exprimovaného proteinu o027 % oproti kontrolni skupiné. Tento vysledek koreluje
s niz§im procentem imunofluorescencné znaceného TERA proteinu v akrozomu spermie.
To naznacuje, ze protein byl narusen jiz v pribéhu spermatogeneze vlivem diabetického
prosttedi a ztohoto divodu bylo isniZzené procento znacenych akrozomi pomoci
imunofluorescenéniho barveni.

Béhem spermiogeneze v jadfe spermie dochazi k nahrazeni vétSiny histonti za
protaminy. Zmény v poméru zastoupenych protaminii jsou pozorovany u neplodnych
jedincu, a to jak v piipad¢é mysi, tak i lidi (Balhorn a spol., 1988; Cho a spol., 2003).

Bylo zjisténo, ze ptisobenim okolniho prostiedi predev§im endokrinnich disruptord,
jako tetrabromobisfenol A, dochazi nejen ke snizené produkci testosteronu u samcti, ale
také k signifikantnimu sniZzeni poméru protaminti P1/P2 v jadie spermie (Zatecka a spol.,
2014).

Podobné jako u histonti existuje histonovy kod, je mozné, Ze i u protamintl existuje
»protaminovy kod* s ohledem na riizné postranslacni modifikace (Bao & Bedford, 2016).
Je tedy mozné, Ze kromé zmény v zastoupeni protaminli v jadfe spermie jsou také
ovlivnény protaminy postranslacnimi modifikacemi, coz mutze ovlivnit genetickou
informaci potomstva. AvSak ,protaminovy kod“ ajeho regulace nejsou zatim pfilis
prozkoumany.

Doposud byl studovan jen vliv DM1 na pomér protaminti v jadie spermie, kde nebyla
pozorovana signifikantni zména v poméru protamintt P1/P2 (Pavlinkova a spol., 2017),
avSak nebyl studovan vliv DM2 na pomér protaminti P1/P2. v nasi studii u diabetickych
jedinct v paternalni generaci doslo k signifikantnimu sniZzeni vysledného poméru P1/P2
(P<001) oproti kontrolam. Ovlivnény pomér protaminii muize byt zplisoben sniZenou
hladinou testosteronu a FSH (Manjeet Kaur a spol., 2011), pfi¢emz snizena hladina téchto
hormont je bézny jev u jedinct s DM2 (Condorelli a spol., 2018; Soliman a spol., 2018).
Pomér P1/P2 miize byt ovlivnén vlivem oxidacniho stresu, kterému jsou gonady pii DM2
vystaveny (Aguirre-Arias aspol.,, 2017). uF1 jiz nebyl pozorovan rozdil mezi
experimentalni a kontrolni skupinou, je tedy mozné, ze DNA kodujici protaminy nebyla
ovlivnéna.

Dalsi metodou, pomoci které jsme hodnotili stav chromatinu spermie, byla standardni

cytochemicka technika — barveni pomoci chromomycinu A3, kterd znaci deficienci
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protamint a pfitomnost nukleohistonti (Lolis a spol., 1996). Bahmanzadeh a spol (2016)
ve své studii pozorovali signifikantné vyss$i procento znacenych spermii pomoci CMA3
oproti kontrolam. v naSem ptipad€ nebyl pozorovan rozdil ve znaceni mezi experimentalni
a kontrolni skupinou uP ani F1 generace podobné jako v jinych studiich, kde vSak
studovali vliv DM1 (Mangoli a spol., 2013; Talebi a spol., 2014). Nase vysledky naznacuji,
ze nedoslo k signifikantni ztraté protamint ¢i zvysené pfitomnosti nukleohistond u DM2
jedinct, ale bylo ovlivnéno relativni zastoupeni protaminti v jadfe dle vysledkd P1/P2
pom¢éru, které se neprokazuje CMA3 barvenim.

Jak jiz bylo zming€no, morfologie testes ovliviiuje spravny pribe&h spermatogeneze
a vyslednou kvalitu spermii (Markey a spol., 1995). Pii spravné spermatogenezi se spermie
vyvijeji do stiedu kanalku pies nékolik bunécnych stadii (Huckins, 1978). Avsak vlivem
DM2 ajim zpasobené metabolické nerovnovahy je ubunék aktivovana apoptoticka
bunécna smrt, ¢imz mize dojit k dezorganizaci bunééného uskupeni v testes (Kushwaha
aJena, 2013; Verma a spol., 2018).

V nasi studii byla provedena morfologickd analyza na 6 um fezech barvenych
hematoxylin-eosinem. Struktura kandlkd byla rozdélena do 4 skupin dle normalni
morfologie, kanalkid, které byly prazdné, nediferenciované a defektni. v jednotlivych
skupinéach nebyl signifikantni rozdil mezi experimentalnimi a kontrolnimi zvifaty. u obou
skupin byly pozorovany kanalky, které byly prazdné, respektive unich byla
spermatogeneze zastavena v urcitém vyvojovém stupni a dale neprobihala. Také byly
pozorovany kanalky, u nichz nedoslo k diferenciaci bun€k a kanalek byl jimi cely vyplnén.
u defektnich kanalki doSlo k dezorganizaci, degeneraci a atrofii zarode¢nych bunck
v kanalku. Vysledny efekt u experimentalnich jedincii mohl byt zpiisobeny tim, ze bunky
testes doposud zvladaly kompenzovat neptiznivé diabetické prostiedi.

Vzhledem k vysledkiim morfologické analyzy, kde nebyly patrny velké rozdily ve
vysledcich mezi experimentalni a kontrolni skupinou jsme se rozhodli v morfometrické
a imunohistochemické analyze testovat jen paterndlni generaci. s ohledem na vyvojova
stadia spermii byly kanalky roztfizeny u kontrolni i experimentalni skupiny do skupin dle
vyvojového stadia kanalku, kvuli pfesnéj$im vysledkim, jelikoz by pfitomnost spermii
v kanalku mohla minimalné ovlivnit tloustku semenotvorného epitelu. Prvni skupina
obsahovala stadia I-111, kdy byly zmnozeny spermatidy, ale jesté nebyly pfitomny spermie.
Druha skupina obsahovala stadia IV-VI, kdy byly pfitomny spermie, ale ne po celém
obvodu lumen kanalku na rozdil od tfeti skupiny, ktera obsahovala stadia VII-VIIL. Ctvrta
skupina obsahovala stadia IX-XII, v této skupiné nebyly pozorovany spermie, také byl
pozorovan mensi pocet spermatid oproti prvni skuping, vzhledem k tomu, Ze spermie jiz

opustily lumen kanalku.
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Vlivem DM2 byly primér kanalku itloustka epitelu ve vSech 4 skupinach
signifikantn€ snizeny oproti kontrolnim jedinciim. Podobné vysledky publikovali i autoti
Aguirre-Arias (2017), kdy v jejich studii doslo k signifikantnimu snizeni priméru kanalku
a tloustce epitelu u DM2 jedinct. Naopak Ahangarpour a spol. (2016) nepozorovali na
DM2 mysich navozenych pomoci streptozotocinu rozdily v priméru kanélku a tloust'ce
semenotvorného epitelu signifikantni rozdily mezi diabetickou a kontrolni skupinou.
k snizenému praméru kanalku i tloustky lumen pravdépodobné dochazi kvili apoptotické
smrti bunék a atrofii semenotvornych kanalkd, coz navrhovali i dal$i autofi ve svych
studiich (Khaneshi a spol., 2013; Sisman a spol., 2014). Také snizeny prumér kanalku
(Kianifard a spol., 2012).

DalSim zkoumanym parametrem byla progrese meidzy a lokalizacni vzor
meiotického markeru SYCP3, axialntho prvku synaptonemalniho komplexu
v spermatocytech (Yuan aspol., 2000). Ve studii autord Bondarenko a spol. (2012)
pozorovali ovlivnény prubéh spermatogeneze, kdy byl sniZzeny pocet spermatogonialnich
kmenovych bunék.

Dle imunohistochemické analyzy jsme detekovali snizenou expresy SYCP3 proteinu
na plochu semenotvorného kanalku ve skupiné I-III u DM2 jedinct oproti kontroldm.
Naopak ve skupiné VII-VIII byl pomér SYCP3 proteinu na plochu kanalku u diabetickych
jedinct zvysen. Pravdépodobné doslo k urcité kompenzaci diabetického prostiedi v testes,
¢imz byla ovlivnéna spermatogeneze.

Varanda a Decarvalho (1994) zjistili, Ze mezibunéénd komunikace
v intersticidlnimu prostoru mezi LB, které produkuji testosteron, je zprostfedkovana
predev§im pomoci ,,gap junction®, které jsou tvofeny proteiny konexinu 43. Vzhledem
k tomu, ze u DM2 jedincti dochazi k poklesu hladiny androgennich hormond, studovali
jsme, jaky efekt bude mit DM2 na mezibunéénou komunikaci, coz nebylo doposud
studovano.

Batias a spol. (1999) pozorovali, ze u jedinct s narusenou spermiogenezi dochazi
ke snizené expresi Cx43 v testes. AvSak v nasi studii u experimentalnich jedincti s DM2
byl pozorovan signifikantnimu nartistu exprese proteinu Cx43 oproti kontrolam. Podobny
efekt pozorovali iKotula-Balak a spolupracovnici (2007) ujedincii s patologickymi
vzorky varlat. Detekovali velmi silnou expresi Cx43 mezi sousedicimi LB. 1 ve studii
Chojnacka a spol. (2016) pozorovali, ze plisobenim antiandrogenniho ptipravku je zvysena
exprese Cx43 mezi LB u experimentalnich jedincii oproti kontrolam, coz je podle téchto
autorii vysledkem nerovnovahy intratestikularnich steroidd. v naSich experimentech
zvySenou expresi Cx43 vysvétlujeme tak, ze kvuli snizené hladiné pohlavnich hormont,

LB bunky zvysi produkci proteini Cx43 ucastnici se mezibunééné komunikace, aby
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zvySenou komunikaci udrzeli metabolickou aktivitu LB. i dle Kotula-Balak a spol. (2007)
je pravdépodobné, Ze zvySena mezibunétna komunikace miize hrat roli pfi udrzovéani
metabolické aktivity LB.

V nasi studii bylo zjisténo, Ze metabolické onemocnéni diabetes mellitus 2. typu
ma negativni vliv na n€které mysi reprodukéni parametry, a to nejen u paternalni generace,
ale i generace nasledujici. v pfedchozich publikacich ostatnich autorii bylo zjisténo, ze
vlivem onemocnéni diabetes mellitus 2. typu je sniZzena hladina pohlavnich hormont,
narusena morfologie testes a dal$ich pohlavnich organtl, zvysena apoptoticka smrt bun¢k,
zhorsena kvalita spermatu, kdy je snizena koncentrace spermii jejich motilita a Zivotnost.
My jsme navic zjistili, ze vlivem DM2 jsou ovlivnény nejen tyto parametry, ale také
dochazi k naruseni vnitinich struktur spermie jako jsou intraakrozomalni proteiny Gcastnici
se vazby spermie/vajicko. Dale jsou ovlivnény proteiny protaminy, které vazi DNA nesouci
genetickou informaci pro vznik potomstva. Vlivem DM2 je ovlivnéna exprese proteind
zodpoveédnych za mezibunécnou komunikaci, zejména komunikaci Leydigovych bunck
produkujicich sam¢i pohlavni hormon testosteron. Navic i u potomki diabetickych otct
(F1 generace) byly ovlivnény nékteré reprodukéni parametry (véha testes a epididymu,
morfologie spermii, stav intraakrozomalnich proteind), coz mélo za nésledek snizenou
fertilizacni schopnost téchto jedinct a to 0 26 % oproti kontrolam. Vlivem DM2 u otcovské
linie patrné doslo k epigenetickym modifikacim zarode¢nych bun€k, jezZ mohou ovlivnit
plodnost nasledujici generace, coz bylo zjisténo v nasi studii.

Na rozdil od nasi studie, kde reprodukéni parametry mysi byly ovlivnény jen
onemocnénim diabetes mellitus 2. typu, u lidi je plodnost ovliviitovana kombinaci riznych
faktord, mimo onemocnéni diabetes mellitus 2. typu napiiklad konzumaci alkoholu,
zivotnim stylem, koufenim, stresem a zivotnim prostiedim. o vSech téchto faktorech je
znamo, ze maji vliv na plodnost lidi a jejich kombinace muze vést k subfertilité az uplné
infertilité. Je tedy dulezité, aby budouci otcové mysleli nejen na svoje zdravi a plodnost,

ale i na zdravi a plodnost svych potomka.
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7. Zavér

V nasi praci byl studovan vliv metabolického onemocnéni diabetes mellitus 2. typu
(DM2) na reprodukci mysiho inbredniho kmene C57BL/6J. Experimentalnim mysim
byl pme¢le navozen DM?2 kombinaci vysokotu¢né diety a diabetogenni chemikalie
streptozotocinu. Ve studii byl studovan vliv DM2 u paternalni generace v porovnani
s kontrolni skupinou a mozny vliv paterndlniho DM2 na prvni filidlni generaci. Pro zjisténi
vlivu DM2 na fyzicky stav experimentalnich jedinct, byly méfeny jednotlivé parametry:
hladina glukézy v krvi, vaha téla a jednotlivych organti a délka anogenitalni vzdalenosti.
u experimentalnich jedinct parentalni generace doslo k statisticky vyznamnému zvySeni
hladiny glukoézy v krvi, zvySeni vahy téla a nékterych organt téla. u potomku diabetickych
otcll byla snizena fertiliza¢ni schopnost v porovnani s kontrolni skupinou.

Reprodukéni schopnost experimentalnich a kontrolnich mysi byla hodnocena pomoci
kvality spermii, ktera je dand koncentraci, morfologii hlavicky spermie a stavem
akrozomalnich proteind. u experimentalni skupiny byly pozorovany statisticky vyznamné
vysledky poskozeni morfologie hlavicky a snizené detekce intraakrozomalnich protein
uobou generaci. ztestikularni tkané¢ byla analyzovana exprese intraakrozomalnich
proteint spermii a jiz v testes dosle ke snizené expresi danych proteint, pficemz vysledky
obou testll spolu korelovaly.

Dale byl hodnocen stav jadra spermie pomoci metod barveni spermie
chromomycinem A3 a elektroforetické separace jadernych protamint. u diabetickych mysi
byl pozorovan statisticky vyznamny pokles v poméru P1/P2 ve spermiich oproti
kontrolnim zvifatim.

Dal$im hodnocenym parametrem byl histologicky stav testes, hlavniho reprodukcniho
organu pro vznik spermii. Pfestoze diabetické prostfedi neovlivnilo morfologii testes, naSe
vysledky ukazuji, ze wudiabetickych jedinci byl signifikantn€ snizen prameér
semenotvorného kanalku a tloustka epitelu se zdrodecnymi bunikami. Také byl ovlivnén
prabéh spermatogeneze, kdy byl zménén pomér poctu meiotickych bunék na plochu
kandlku. Pro spravny vyvoj spermii je dulezitd mezibunécna komunikace a hormonalni
signalizace. Nase vysledky imunohistochemické analyzy ukazuji, Ze vlivem diabetického
prostfedi byla zvySena exprese proteinti ucastnicich se mezibunécné komunikace.

Vysledky nas$i prace naznacuji, Zze nami pméle navozeny diabetes mellitus 2. typu
ovlivnil nékteré reprodukéni parametry, ato nejen u diabetickych otct, ale i ujejich
muzskych potomkl. To miZze mit negativni dopad na plodnost jedince nejen v otcovské

generaci, ale 1 v generaci nasledujici.
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Vzhledem k tomu, Ze cely experiment probihal za standartnich chovnych podminek
a F1 generace byla jiz na klasické dieté, pozorované ucinky epigenetické dédi¢nosti jsou

pravdépodobné zpiisobeny navozenym diabetem u otcti.
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