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VySetieni mikrodeleci chromozomu Y u muzi z neplodnych pari

Abstrakt

V posledni dobé se nejpopularnéjsim tématem stava praveé neplodnost. Kazdym rokem
se plodnost muzi snizuje. Pfi¢inou muze byt Spatnd zivotosprava, koufeni, uzivani
alkoholu a drog. Dale to mohou byt i chemické latky, které se dostavaji do potravy a
vody. Dalsi skupinou faktord muzské neplodnosti jsou vlivy, které vedou k zahtivani
varlat, optimalni teplota je okolo 32 °C. Muzi, ktefi nosi tésné pradlo a maji sedavé

zamestnani, jsou prokazatelné méné plodni.

U mikrodeleci chromozomu Y se vySetiuje dlouhé raménko Y chromozomu na AZF
lokusu, kde jsou regiony AZFa, AZFb, AZFc. Delece na téchto pozicich jsou
zodpovédné za poruchu tvorby a zrani spermii a jsou pfenosné na muzské potomstvo.
V dusledku chybéni nékteré z oblasti AZF muaze dochazet k oligospermii nebo

azoospermii.

Cilem bakalafské prace bylo optimalizovat metodu multiplex PCR pro vySetieni
mikrodeleci v azoospermické oblasti chromozomu Y (AZFa, AZFb, AZFc) a

vyhodnotit ziskana data.

V teoretické Casti jsou charakterizovany onemocnéni tykajici se neplodnosti muzi,

napiiklad azoospermicky faktor, Klinefelteriv ¢i Kallmandv syndrom.

V praktické ¢asti bylo vySeteno ze stéru bukalni sliznice 14 vzorki ziskanych od muzi.
Vsechny vzorky byly negativni, tudiz vSichni muzi byli plodni. S podezienim na

jednoho neplodného muze.

Klic¢ova slova: Mikrodelece chromozomu Y, neplodnost, multiplex PCR



Examination of microdeletion of chromosome Y in male infertile

couples

Abstract

In the last time the most popular topic has becouse infertility. The fertility of men is
reduced every year. The cause may be wrong way of living, smoking, use of alcohol
and drugs. In addition to can be chemical substances that enter the food and water. Next
group of male infertility factors are the effects that lead to warning up the testicles.
Optimal temperature is about 32 st. Celsius. People who are wearing tight clothes and

have sitting job are proven to be fruitful.

In the microdeletion chromosome Y, a long Y chromosome arm is examined on the
AZF locus where the AZFa, AZFb, AZFc regions are examined. Deletions in these
positions are responsible for the failure of sperm formation and maturation and are
portable to male offspring. Oligospermia or azoospermia may occur due to the absence
of any of the AZFs.

The aim of this bachelor thesis was to optimize the multiplex PCR method for the
microdeletions in the azoospermic region of the chromosome Y (AZFa, AZFb, AZFc)
and to evaluate the acquired data.

In theoretical part are characterized diseases relacted to infertility man, for example

azoospermic factor, Klinefelter's or Kallman syndrome.

In practical part was examined from the scalp of the buccal mucosa 14 sample obtained
from the man. All samples was negative, so every men were fruitful with suspicion of

one infertile men.

Key words: Microdeletion of chromosome Y, infertility, multiplex PCR.



Obsah

L UVOQ oo 8
2 TeOTetiCKA CASt....uiiiiiiiiiiiii i 9
P20 RN S F21 (0] 14 VISR 0153 0 1101 1 (PSR PPRPPRRUPROPIN 9
2.1.1  UchOVAVANT SPEIMIT ..eiiiiviiiiiiiiiiie ittt 10
2.2 GenetiCKE VYSETENT ....uviiiiiiiiiiie it 11
2.2.1  Geneticky pfenos mikrodeleci AZF ..........ccccciiiiiiiiiiciicic 11
2.3 CRIOMOZOM Y ..ot 11
2.4 AZF (azoospermic factor) ObIasti .........cccoeviiiiiiiiiie 12
241  Delece V CAStE AZFa......cccoiiiiiiiiiiiie e 12
242  Delece V CAStE AZFD ..coooiiiiiiiiiciicee e 13
2.4.3  Delece V CAStE AZFC ..ot 13
2.5 AZOOSPEIIMIE ...ttt bbbttt bbb 14
2.6 OlIGOSPEIMIE ...ueeieeeie sttt et et et e e e sre e sre e e sreereens 15
2.7  MuZsky faktor Neplodnosti........ccccveiiiiiiiiiiiiie e 15
2.7.1  Pretestikuldrni faktor..........ccooiiiiiiiiiii 15
2.7.2  Testikularni faktor.........ccooveiiiiiiiiiie e 15
2.7.3  Posttestikularni faktor........c.oooieiiiiiiiiie e 15
2.8 Aberace pohlavnich chromozomi u muzii s poruchou plodnosti.................... 16
2.8.1  Klinefelteriv syndrom s karyotypem 47, XXY ....cccccooerieriniienieiiinienens 16
2.8.2  Syndrom 47, XYY (supermale Syndrom) ..........ccccceeerereneneneneneseeenn. 17
2.9 GENOVE MULACE ... .ecuviiieiieieisieete ettt ettt sb ettt e bbb nreene e 17
2.9.1  Cystickd fIDTOZA ....ocviiiiiiiiiicee e 17
2.9.2  Kartagenertv Syndrom U MUZU.........cvereerieereneenienieseesieeiesee e 18
2.9.3  Kallmaniv SYNAromi..........cccurueiieiiiiiiieiiee e 18
2.10 Polymerazova fetézova reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction) ............... 19
2.10.1 DNA POLYMEIAZA .....ooiiviiiiiiiiiiicrc e 19



2.10.2 Teplotni faze reakeéniho CyKIU.......coooviiiiiiiiiiic 19

2.10.3 Vyhody a nevyhody PCR: .......ccoeiiiiiiiccee 20
2.11  ELEKIrOfOr€Za .. .ooviiiiiiiiie et 21

3 PraKECKA CASt......veveiiieieciei e 22
3.1 1Z0IACE DINA ... 22
3.2 Meéfeni koncentrace DINA ........cooiiiiiiiiiiie e 24
3.3 Detekce mikrodeleci Y chromozomu...........ccoeiiiiiiiiiiiiieniec e 24
3.4 VySetfen SPEIMAtUL.......ceiiiuiiiiiiieiiiie sttt et s e e e e 28
341 PracoOVIL POSTUP: wuveiieieiiiieiiieesiie ettt sitee et e e e e s srr e e sar e s br e s b e e snseeesnnes 28

N O 1 (S o) - T TP OPPRPIN 29
O VPSIEAKY . 30
5.1  MURIPIEX PCR ..ot 30
5.1.1  Optimalizace €. 1 ..occvviiiiieiiiieieee e 31
5.1.2  OptiMaliZace €. 2 ...ccveiviiiieiiiee et 31
5.1.3  Optimalizace €. 3 ...ccooiviiiiiieeeseee e 32
5.14  OptiMaliZace €. 4 ...ccooiveiieiiiieeeeie e 32

B DIHSKUZE ..o 35
T ZAVET ittt h e h e e bt b et e be e e et e e ntee e 36
8  Seznam pouZitych Zdrojll ......cocoviiiiiiiiiiii 37
9 SEZNAM ZKIALEK......cviiiieiiiict e 40



1 Uvod

S neplodnosti se ve skutecnosti setkava mnoho lidi, kazdy Sesty ¢i sedmy par. U 40%
neplodnych parti nachazime poruchu u muze. V 50% zjistime pii¢inu U zeny a zbylych
10 % je pticina neobjasnéna. Neplodnost oznac¢ujeme jako sterilita, neschopnost donosit
dit¢ nazyvame infertilita. Pficina je téméf stejné Casto na stran¢ zeny jako na strané
muze. Ve vétsing pripadi vyhledaji zeny svého gynekologa nebo praktického 1ékaie S
obavou, ze jsou neplodné. To vede piirozené K nutnosti vySetieni ejakulované tekutiny
(semene) jejiho partnera. U muzu to mizou byt genetické poruchy, Spatny tvar spermii,
nizky pocet spermii (oligospermie), nedostatecna pohyblivost spermii, nepfitomnost
spermii V ejakulatu (azoospermie). Mikrodelece Y chromozom v oblasti AZF se podle
literarnich dajt vyskytuji asi u 4-5 % muzt s oligospermii a asi u 15-18 % muzi s
azoospermii, V praméru asi u 10 % muza s reprodukénimi problém (Rezabek, 2008,
Desjardins et al, 2015).



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Anatomie spermii

, Vyvoj  zdravych  spermii vV podstate Fidi 3 hormony: [luteinizacni (LH),
folikulostimulujici (FSH) a testosteron — muzsky pohlavni hormon. Prvni dva hormony
ovliviji funkci varlat. Zdravy dospély muz vytvdaii denné az 100 milionii pohlavnich

bunék — spermii. Dnes se za dostatecnou produkci uvadi kolem 20 milioni spermii
(Ul¢ova — Gallova, 2006).

Zakladnim vySetfenim U muze je spermiogram. Po tfech az péti dnech bez masturbace a
pohlavniho styku se muz dostavi k vySetfeni, kde ziska masturbaci semeno — sperma.
Sperma asi za 30 minut po odbéru zkapalni a po jeho promichani mizeme provést
spermiogram. Nejprve zméiime objem ejakulatu, poté preneseme Cast spermatu pod
mikroskop a spocitame, kolik spermii je v jednom mililitru. Funk&ni spermie jsou pouze
ty pohyblivé. Snazime se najit i bilé krvinky jako znamky zanétu nebo jiné bunky ci
bakterie. Dale sledujeme, jestli spermie nemaji dva bi¢iky nebo dvé hlavicky. Na zavér
posoudime, jaky podil spermii je normalniho vzhledu. Na vySetieni se doty¢ny musi
dostavit minimaln¢ dvakrat, provedenych s odstupem piiblizné jednoho mésice
(Rezabek, 2004).

Spermie je velice mala buika (65-70 mikrometri), vlastné to jsou jen sbalené
chromozomy nesouci genetickou informaci, ,,éepicka® s enzymy, které pomohou
spermii dostat se do vajicka, a bi¢ik, ktery donese spermii k vajicku. Spermie se
pohybuji velmi rychle, mize to pfipominat hemzici se mravence. Proto je nelze pod
mikroskopem piesné spocCitat a piesné Cislo muzeme ziskat pouze pomoci
automatickych pocitacovych analyzatort. Ale ukazuje se, ze takova piesnost neni

potiebna (Rezabek, 2004, Otova, 2012).

Spermie se tvofi ve varlatech béhem procesu nazyvaného spermatogeneze to zhruba 74
dni. Spermatogonie se rychle déli a nachazeji se v tubulech obklopeny Sertolliho
bunkami. Tvorba spermii je zavisla na korektnich hladinach gonadotropinii a
androgent. Od konce puberty se ve varlatech tvofi denné fadové sto miliont spermii.
Spermie se skladaji z hlavic¢ky, kréku a bi¢iku. Hlavicka nese na piedni ¢asti akrozom,
coz je vacek s enzymy, které jsou nutné K proniknuti do vajicka. V hlavic¢ce zdravé

spermie je 23 chromozomu. Kréek spermie obsahuje glykolytické enzymy a



mitochondrie a umozinuje pohyb bic¢iku. Bi¢ik krouzivym a vlnitym pohybem pohani
spermii kupiedu (Rezabek, 2008, Walker, 2003).

A hlavicka a stfedni ¢ast spermie
B bi¢ik
a Vacek s enzymy

b chromozomalni sada (23)

c energeticky systém spermie (mitochondrie)

d spojovaci ¢ast biciku a krcku

e vlakna biciku
Obrazek 1: Anatomie spermie (Dylevsky, 2011)

2.1.1 Uchovavani spermii

Spermie mohou byt zmrazeny v tekutém dusiku pfi teploté¢ -196 °C v plastovych
trubickach. Pro pary, které nemohou mit vlastni déti, jsou spermie uchovany na
specialnich klinikach. KdyZ roztaji, pohyblivé spermie jsou opét schopné oplodnit
vajicko. V ptipad€, Ze muz musi podstoupit zakrok, ktery poskodi varlata, je mozné
ulozit spermie do zasoby. Pokud se rozhodne byt otcem, ma pak spermie k dispozici

(Walker, 2003).
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2.2 Genetické vySetieni

Genetické vySetieni obou partner je pro stanoveni pii¢in neplodnosti a dalsi 1é¢bu
realn¢ skoro neptinosné. Vétsinou ho provadime az po delsi marné snaze o otéhotnéni.
Genetické vySetfeni provadime vzdy u muze s koncentraci spermii pod 1 mil/ml, nebot’
tyto nalezy se Castéji vyskytuji u muza s poruchami karyotypu, a samoziejmé i pred
kazdym chirurgickym odbérem spermii z varlete pfi nepfitomnosti spermii v ejakulatu —
je nutné vyloucit nosic¢stvi genu pro cystickou fibrozu, Klinefelterav syndrom apod.
(Rezabek, 2008).

2.2.1 Geneticky pienos mikrodeleci AZF

Y-deletované spermie mohou pienést deleci na muzské potomstvo (Specificky typ
dédi¢nosti vazany na pohlavni chromosom Y z otce na syna), a to bud’ prostiednictvim
asistované reprodukce, nebo ptirozenou cestou. Vétsina mikrodeleci AZF vSak vznika
de novo.

Ptirozeny pienos mikrodeleci AZF od otce se uvadi u muzu s delecemi jak v AZFc, tak
v AZFb oblasti (Kolafova Jana et al, 2003).

2.3 ChromozomY

Chromozém Y je jeden z nejmensich lidskych chromozomi. Rozhoduje 0 normalnim
vyvinu muzskych pohlavnich organd a znakd. V muzské fertilité hraje dalezitou roli ve
vyvoji muzskych gonad a za tvorbu spermii. Zeny maji sestavu sexualnich chromozomi
XX, zatimco muzi maji XY. Chromozom Y je tvofen témét 60 miliony part bazi.
Chromozom Y ma dvé ¢asti a to kratké rameno (tzv. Yp) a dlouhé rameno (tzv. YQ).
Nékteré z téchto DNA jsou zaznamenany v genealogické historii, ktera zkouma vztahy
roli hraje gen SRY, ktery se nachazi na distalnim konci kratkého raménka chromozomu
Y. Mutace v genu SRY byly nalezeny u 15 % pacienti s dysgenezi gonad a muzskym
karyotypem 46, XY

(C. Foresta, et al, 2016, McLachlan, et al, 2010).

K odstranéni ¢asti chromozomu Y dojde pii produkci spermii, DNA se rozsekne do
malych tsekt, duplikuje se a lehce upravi. Tyto nepatrné, nahodné zmény zptisobi, ze
kazda osoba je jedinecna a nese svoji DNA. Protoze zmény na chromozému Y
prochazeji jen spermiemi a protoze Se U muzd vytvoti az miliony spermii, jsSou vice

nachylné ke genetické variaci nez vSechny ostatni chromozomy. Vyhodou tohoto je, ze
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védci mohou pouzivat chromozom Y pro studium genealogie, nevyhodou je to, ze jsou
muzi vystaveni riziku mikrodeleci na chromozomech Y, které mohou ovlivnit jejich
plodnost (C. Foresta, et al, 2016).

2.4 AZF (azoospermic factor) oblasti

Prikaz mikrodeleci chromozomu Y u neplodnych muzi ma velky vyznam pii volbé
strategie 1écby neplodnosti. Tyto oblasti byly objeveny v roce 1976 pii pozorovani
rozsahlé delece na chromozomu Y u muzd S azoospermii Tiepolem a Zuffardiem, diky
tomu odvodili souvislost s muzskou neplodnosti. Tyto mikrodelece nemizeme sledovat
pod mikroskopem. K vySetieni mikrodeleci pouzivame molekularné genetické metody.
Mikrodelece, které¢ jsou na dlouhém raménku chromozomu Y, se vyskytuji piiblizné u
13 % azoospermikti a 1 — 7 % U muzt S té¢zkou oligospermii. Nejcasteji se setkavame S
delecemi v AZFc oblasti (cca 60 % vsech deleci), 14 % vyskytu nachazime v AZFb
oblasti a nejméné Casto v AZFa oblasti (6 %). Nejvice muzi S mikrodeleci bylo s
azoospermii nebo tézkou oligozoospermii (Radim Brdicka, 2016, Kolafova Jana, et al,
2003).

Oblast AZF se déli na 3 oblasti:

2.4.1 Delecev éasti AZFa

AZFa je nejblizsi ke stfedu centromery a je pomérné vzacna. Tvofii pouze asi 6% vsech
deleci v ramci oblasti AZF. Oblast AZFa obsahuje pouze dva geny: USP9Y (ubiquitin
specific peptidase 9, Y-linked) a DBY (DEAD box polypeptide 3, Y-linked), bodové
delece v této oblasti nejsou piili§ casté. Delece v oblasti AZFa se projevuje
cell-only syndromu, také znamému jako Del Castillo syndrom. To znamena, ze varlata
jsou lemovana buinkami, které pomahaji podporovat a pienaset bunky spermii, ale
skutecné zarode¢né bunky, které jsou odpovédné za déleni a tvorbu spermii, zcela
chybi. V tomto piipadé neexistuji zadné moznosti 1écby a muzi S touto chorobou by

meéli hledat alternativni moznosti pro budovani rodiny (C. Foresta, et al, 2001).
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2.4.2 Delece v casti AZFb

AZFb tvoti asi 14% piipadu deleci. V oblasti AZFb byly identifikovany geny EIF1AY,
RPS4Y2, SMCY, HSFY, XKRY, PRY a RBMY. Skupina 20 — 50 genti a pseudogent
rodiny RBMY koduje specifické proteiny, které hraji vyznamnou roli pfi pohybu a
upravach mMRNA v testes (C. Foresta, et al, 2001).

AZFb geny jsou exprimovany vyhradn¢ v primarnich spermatocytech, jejich delece tedy
vede k zastaveni meidzy a projevuje se jako porucha zrani primarnich spermatocytt. U
téchto pacientt se Casto vyskytuji zarode¢né bunky ve varlatech, ale nemohou se

spravné rozd¢lit a spermie nezraji (C. Foresta, et al, 2001).

V soucasné dob¢ neexistuji zadné moznosti 1é¢by pro muze s tplnymi delecemi AZFb,
protoze extrakce varlat vykazuji absenci spermii. Existuje fada védcu, ktefi pracuji na
zarode¢nych bunkach a hledaji zptsoby, jak vyvinout spermie ze zdravych zarode¢nych
bunék. V nékterych piipadech mtze mit ¢lovek spise ¢aste¢nou nez uplnou deleci. Za
téchto okolnosti mtize existovat urcita nadéje na nalezeni spermatu pii extrakci varlat,

ale bude zaviset na tom, které geny piesné chybély (C. Foresta, et al, 2001).

2.4.3 Delece v éasti AZFc

produkci spermii. Vyskytuji se zde geny BPY2, CDY, DAZ, CSPGALY, GOLGAZLY,
TTY3.1, TTY4.1a TTY7. Gen DAZ (deletion in azoospermia factor), prvni nalezeny gen
v AZFc oblasti, se vyskytuje ve 4 kopiich. U muzu, ktefi maji delece AZFc, se budou
objevovat nizké pocty spermii Vv ejakulatu, vétSina ostatnich se bude prezentovat jako
azoospermicka (zastaveni zrani spermii), ale bude mit ve varlatech zivotaschopné
spermie. Lze u nich mikrochirurgickymi metodami nalézt ojedinélé spermie, které jsou
schopny oplodnit vajicko. Muzi s deleci oblasti AZFc mohou také tézit ze zmén v
zivotnim stylu urcenych ke zvyseni zdravi varlat, aby se maximalizovala produkce

spermii (C. Foresta, et al, 2016).
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Obrazek 2: Schématické znazornéni chromozomu Y a vyznamnych oblasti spojenych s
muzskym fenotypem a spravnym fungovanim spermatogeneze. Oblast AZF, ktera se
dale déli na podoblasti a, b, ¢, obsahuje geny, ovliviiujici prabéh spermatogeneze. Na

obrazku vidime i kratké (Yp) a dlouhé (Yq) raménko (J.Poongothai et al, 2009)

2.5 Azoospermie

Azoospermie je Gplna nepiitomnost spermii v ejakulatu a je pfitomna u 8 % neplodnych
muzt. U muza s obstruk¢éni azoospermii, coZ je azoospermie zptisobena neprachodnosti
vyvodného systému, jsou varlata normalné velka, plna zanétu a maji normalni hodnotou
folikulostimula¢niho hormonu v séru (L.l. Lipshultz, 2006, Sadeghi-Nejad H, et al,
2007).

Muzi s neobstrukéni azoospermii neboli defekty ve spermatogenezi, maji ¢asto mala
nebo mekka varlata a zvySenou hodnotu folikulostimulaéniho hormonu. Dulezitou ¢asti
vySetieni muze S azoospermii je centrifugace vzorku s mikroskopickym vysetfenim. 21
% muzi S pocatecni diagnoézou neobstruk¢éni azoospermie ma Vv centrifugovaném
vzorku svého spermatu pfitomny motilni spermie, tito muzi nemaji skute¢nou
azoospermii. U 40 az 60% téchto muzd jsou spermie pfitomny ve varlatech a tyto
spermie mohou byt vyuzity pro oplodnéni in vitro pfi pouziti intracytoplazmatické

injekce spermie do vajicka (L.I. Lipshultz, 2006).

Mikroskopické vysetfeni vzorkl tkané varlat by se u téchto muzii neméla provadét

pouze jako diagnosticky vykon, ale méla by také slouzit jako soucast terapeutického
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procesu k ziskani spermii. Biopsie varlat z ¢ist¢ diagnostickych divodu se doporucuje
pouze v ptipad¢, jestlize se bude jednat o ucpani. V téchto piipadech normalni

spermatogeneze potvrzuje obstrukci (L.I. Lipshultz, 2006).
2.6 Oligospermie

Jedna se 0 nizky pocet spermii pod normou 20 milionu spermii na jeden mililitr
ejakulatu. Déli se na tézkou, stfedn¢ tézkou a lehkou. Ptic¢iny jsou velmi podobné jako u
azoospermie. Tézka forma se muze vyskytovat u Klinefelterova syndromu, také u
mikrodeleci chromozomu Y a pii cystické fibroze. Nizky pocet spermii maji i jedinci se
zvySenou hladinou prolaktinu v krvi a muzi, ktefi maji rozsifené zily v oblasti Sourku
(L.1. Lipshultz, 2006).

2.7 Muzsky faktor neplodnosti

2.7.1 Pretestikuldarni faktor

Mezi pretestikularni pti¢iny muzské infertility patii ziskané nebo vrozené poruchy
hypothalamu, hypofyzy nebo perifernich organi. Hypothalamus je centrem reproduk¢éni
hormonalni 0sy, nebot’ piijima podnéty z mnoha oblasti mozku

(Radim Brdic¢ka, 2016, L.I. Lipshultz, 2006).

2.7.2 Testikularni faktor

Testikularni faktor mize byt podminén geneticky nebo i jinymi nez genetickymi
ptic¢inami jako je uzivani drog, infekce, traumata ¢i rozsiteni zil v oblasti Sourku. Vék
mize byt dal§i pfi¢inou, protoze se zvySujicim vékem klesa hladina testosteronu a
produkce spermii, také se snizuje libido. Klinefelteruv syndrom a chybéni useku AZF
na dlouhém raménku Y chromozomu patii mezi nejcastéjsi chromozomalni pficiny

muzské neplodnosti (Radim Brdicka, 2016).

2.7.3 Posttestikularni faktor

Mezi posttestikularni faktory patii ty, které znemoznuji piirozeny transport spermii
muzskymi vyvodnymi pohlavnimi cestami. Mezi vrozenou nepruchodnost fadime
cystickou fibrézu, Youngav syndrom, idiopatickou nepruchodnost nadvarlete a
polycystické onemocnéni ledvin. Vysledkem ziskané poruchy jsou casto infekce, jako
nasledek chirurgického zakroku (operace ttiselné kyly). Ziskanou nepriichodnosti mize

byt vazektomie nebo bakterialni infekce (Radim Brdicka, 2016, Petr Weiss, 2010).
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2.8 Aberace pohlavnich chromozomu U muzi s poruchou plodnosti

Geny, které jsou dualezité pro urceni a odliSeni pohlavi se nachazeji na chromozomech X
a Y. Ruzny pocet pohlavnich chromozomut velmi ¢asto vede k vaznym poruchiam
vyvoje a funkce gonad. Nejcastéji dochazi k aneuplodiim gonozomu X a Y, coz velmi
Casto ovliviiuje plodnost. Navic je u pacientti S aneuplodiemi pohlavnich chromozmiti,
pokud jsou alesponi cCastecné plodni, zvySena frekvence gamet, které maji navic
chromozom a gamet, které dany chromozom nemaji

(Tonko Mardesic, 2013).

2.8.1 Klinefelteriiv syndrom s karyotypem 47, XXY

Patii k nejcastéjsim naleziim ve skupiné muzi s azoospermii. Charakteristickymi znaky
jsou mala varlata, zvétSené prsni Zlazy u muzi, absence vousu a ochlupeni a neplodnost.
Tento syndrom se vyskytuje u jednoho narozené¢ho chlapce na 1000. Jsou znamé i
varianty s vice chromozomy X (48,XXYY, 48 XXXY nebo 49 XXXXY) nebo
mozaikové formy, kdy se v télnich tkanich vyskytuji buniky obou karyotypt. Zhruba u
20 % se vyskytuji mozaikové formy. Pacienti s mozaikovym karyotypem maji v
ejakulatu pritomné spermie. U téchto muzl je mozny vyskyt spermii ve varleti a jejich
pouziti pro metodu ICS (Tonko Mardesié¢, et al, 2013, Tomas Pokriv¢ak, 2009).
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Obrazek 3: Klinefelteriv syndrom (47, XXY)
(Tonko Mardesic et al, 2013)
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2.8.2 Syndrom 47, XYY (supermale syndrom)

U muza s timto karyotypem je jejich plodnost velice variabilni, z normalniho poctu
spermii Se najednou stane azoospermie. Vyskytuje se s ¢etnosti 1/1000 muzt. Béhem
meiotického déleni vznikaji univalentni Y, bivalentni XY nebo univalentni X a
bivalentni YY. Vysledkem je standardné probihajici meioza.(Tonko Mardesi¢ et al,
2013).

~——y
-

Obrazek 4: Syndrom 47, XYY (Balsera et al, 2013)
2.9 Genové mutace

29.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza je jedno z nejcastéjSich autozomalné¢ dédi¢nych onemocnéni a
postihuje jedno z 2500 narozenych déti. Vice nez 95 % muzu s CF je neplodnych.
Soucasna populacni prevalence pirenasecti mutaci v genu pro cystickou fibrozu je
zhruba 1 na 22-29 jedinct v ¢eské populaci. V klasické formé se projevuje chronickou
obstrukci a infekcemi dychacich cest, zvySenymi hodnotami chloridta v potu a dochazi i
k naruseni hydratace epitel, coz se projevuje piili§ hustym hlenem. Na dlouhém
raménku chromozomu 7 v lokusu 7g31.2. se nachazi gen CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), ktery koduje pienaSece chlorovych iontd.

v

ktera se vyskytuje u 70 % nemocnych s CF (Brdic¢ka, 2016, Mardesic et al, 2013).
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2.9.2 Kartagenerity syndrom u muZi

Je to velmi vzacné vrozené onemocnéni, které zpusobuje nepohyblivost fasinek v
dychacich cestach. Protoze bi¢ik je v podstaté modifikovanou cilii, nefunk¢nost fasinek
ma za nasledek nepohyblivost spermii. U muzi s Kartagenerovym syndromem je
mozné feSeni reprodukénich problémt metodami asistované reprodukce (Mardesic et al,
2013).

2.9.3 Kallmaniiv syndrom

Vyskytuje se ptiblizn¢ 1 z 10 000 az 1 z 60 000 narozenych jedinc. Mutace genu

KAL (Xp22,3) je pfi¢inou poruch muzské plodnosti. Muzi S timto Syndromem jsou
vysoci, trpi ztratou ¢ichu a nastupuje u nich pozdé puberta, také maji tuha varlata a maly

penis (L.1. Lipshultz, 2006).

Tabulka 1: Frekvence nejcastéjSich genetickych abnormalit spojenych s muzskou

sterilitou a infertilitou.

Geneticka odchylka Fenotyp Prevalence

Chromosomalni vady od azoospermie k normozoospermii 2-10 %

Klinefelterav syndrom azoospermie az tézka oligozoospermie 5-10 %
azoospermie

Jiné odchylky pohlavnich | azoospermie az normozoospermie 2-5 % tézka

chromozomu oligozoospermie

Robertsonské translokace azoospermie az tézka oligozoospermie 0,1-0,2 %

Reciproké translokace azoospermie az tézka oligozoospermie 0,5-1 %

Delece a mikrodelece Y | azoospermie az tézka oligozoospermie | 5-10 %

chromozomu

AZFa Azoospermie 0,5-1 %

AZFb Azoospermie 0,5-1%

AZFc azoospermie az oligozoospermie 3-7%

Parcialni delece AZFc spermatogeneze neprobiha 0,5-1%

Genetické mutace azoospermie az normozoospermie 3-5%

Genetické mutace

KAL-1 hypogonadotropni hypogonadismus 60-70 % (5 %
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infertilnich part)
CFTR obstruk¢ni azoospermie 4-5%
AR azoospermie az oligozoospermie 2-3%
INSL3-RXFP2 Kryptorchismus 4-5%

(Brdicka, 2016)
2.10 Polymerazova retézova reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction)

Jedna se 0 amplifikaéni metodu, kterou vyvinul Kary Mullis v Kalifornii roku 1983.
Diky PCR vznikne rychle a snadno mnoho kopii vybrané sekvence DNA pfi tiech
teplotnich fazi reak¢niho cyklu. Nukleotidova sekvence cilové DNA nemusi byt znama,
ale je nutné znat alespoit Ssekvence kratkych useki na obou koncich cilové
amplifikované DNA. Jejich syntézu fidi termostabilni DNA polymeraza neboli Taq
DNA polymeraza z bakterie Thermus aquaticus od 5 konce ke 3’ konci. K udrzeni
novych vldken naprogramované teploty pouzivame pfistroj zvany thermocycler

(Smarda et al, 2005).

2.10.1 DNA polymerdza

Funkci replikazy plnila zpocatku DNA polymeraza 1 izolovana z bakterie E. coli.
Uvedeny enzym se vSak inaktivuje teplotou béhem denatura¢niho kroku PCR. Proto se
musel ve tfetim kroku kaZzdého cyklu opétovné pfidavat Cerstvy enzym. Diky tomu
ptislo vylepSeni PCR s objevem termostabilni DNA polymerdzy v termofilni bakterii
Thermus aquaticus. Tag-polymeraza zistava béhem denaturaéniho kroku PCR aktivni,

proto se nemusi po kazdém takovém kroku znovu ptidavat (Snustad et al, 2009).

2.10.2 Teplotni faze reakcniho cyklu

a) Reakce je zahajena pocate¢ni denaturaci optimalné pii 95 °C po dobu 20-30 sekund.
Pii této teploté vznikne jednovlaknova DNA.

b) Hybridizace - nasedani primert na jednovlaknovou DNA (SSDNA) obvykle mezi
50°C a 55°C. Na dvouvlaknové useky DNA - primer se vaze DNA polymeraza.

¢) Syntéza dvouvlaknovych kopii templatové DNA mezi 70°C a 74°C. Taq

DNA polymeraza naseda na templat a nasyntetizuje fetézec mezi dvéma primery.

DNA polymerazy syntetizuji ruznou rychlosti (napf. Taq 60 bazi/s). Vyslednym

produktem PCR jsou amplikony, jedna se o tseky dlouhé desitky az tisice pari bazi.
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Tyto 3 kroky se cyklicky opakuji 25-35 krat. Vytvati se tak az miliarda kopii vybraného
tiseku DNA (Smarda et al, 2005, Zima, 2007).

Polymerazova retézova reakce - PCR

mm
Templatova DNA

5 3 5 .
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Obrazek 5: Princip polymerazové fetézové reakce. Schéma nasedani primeri na
komplementarni sekvence jednovlaknového templatu po denaturaci DNA. Primery
hybridizuji na antiparalelnich vlaknech (Upraveno dle: PCR: The Polymerase Chain
Reaction, 2014).

2.10.3 Vyhody a nevyhody PCR:

Vyhodou PCR je opravdu minimalni mnozZstvi DNA. Vysoka citlivost PCR je spiSe
fazena mezi vyhody této metody, ale na druhou stranu to miize byt i velka nevyhoda.
Zejména pii kontaminaci vzorku. I jedind molekula zven¢i muze ovlivnit faleSné
pozitivni vysledky. Dalsi pfednosti PCR je velkd vynosnost, po 30 amplifika¢nich
cyklech vznikne vice nez 10° kopii vybraného useku DNA. Jednou z poslednich vyhod
PCR je relativné kratké trvani celého procesu (Ruml et al, 2002, Smarda et al, 2005).

Primery musi byt komplementarni ke svému templatovému vlaknu v mistech, které
lemuji cilovy usek. Musime znat pfesnou sekvenci ohraniCujici amplifikovany usek
DNA, aby bylo mozné vybrat vhodné primery. Nemtizeme amplifikovat sekvence delsi

nez 1000 bp. Tuto skute¢nost mizeme také oznacit jako nevyhodnou (Brown, 2007).
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2.11 Elektroforéza

Vzniklé amplikony miazeme analyzovat pomoci separacnich metod jako je
chromatografie nebo elektroforéza (ELFO). Elektroforetické déleni na akrylamidovém
nebo agar6zovém gelu, kde se oddéli fragmenty podle délky, patii k nejpouzivanéjsim
metodam. Gely tvoii pomérné hustou sit’, kterou pomaleji prochazeji vétsi molekuly a
rychleji mensi molekuly a to od katody k anod¢. Dochazi tak k rozdéleni fragmenti
DNA o rtzné délce. Amplikony zvyraznime pomoci barviv, jako je ethidium bromid,
pod UV svétlem (Smarda, 2005).

Elektroforéza je zalozena na pohybu castic v elektrickém poli k anod¢ nebo katodé.

Metoda umoziuje rozdélit latky podle jejich velikosti a naboje. V alkalickém prostiedi

se délené latky pohybuji k anodé¢, v kyselém ke katodé (M. Tenorova-Jelinkova, M.
Stuchlikova, 1965).

Obrazek 6: Elektroforéza — pohyb ¢astic ve stejnomérném elektrickém poli
(Wang et al, 2014).
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3 Prakticka cast

Data pro svou bakalafskou praci jsem sbirala v obdobi od 12. 11. 2017 do 5. 3. 2018 v
laboratofi na Zdravotnd socialni fakulté Jihogeské univerzity v Ceskych Budgjovicich
pod vedenim Ing. Tomase Nixe Ph.D. V této praci byl vychozim materidlem stér bunék
Z bukalni sliznice (sliny), nebo jiz naizolovana DNA, které mi poskytla Mgr. Dagmar
Bystiicka, Ph.D..

3.1 lzolace DNA

V praktické ¢asti této prace byl pro izolaci vyuzit Kit QlAamp DNA Mini (QIAGEN).
Vyuziva schopnosti DNA vazat se v pfitomnosti chaotropnich soli na silikatovy povrch.

Vzorky byly pouzity ze stéru bukalni sliznice.
3.2.1 Reagencie

e Proteinaza K

e Lyzacni pufr (Lysis buffer)

e Promyvaci pufr 1 a 2 (Wash buffer 1, 2)
e Eluc¢ni pufr (Elution buffer)

e 96 % ethanol

e PBS
3.2.2 Pristroje a pomiicky
e Kolonky

e Sbérné zkumavky

e Tampony pro odbér stéru bukalni sliznice

e Pipety, sterilni $picky, stojanky, nlizky, buni¢ina, pinzeta
e 2mla 1,5 ml mikrozkumavky (ependorfky)

e Vortex (tfepacka), minicentrifuga, centrifuga, vyhtivana vodni
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3.2.3 Pracovni postup

1. Nahfat vodni lazen na 56 °C, rozpustit proteinazu, piidat ethanol do promyvacich
roztokt (AW1 a 2).

2. Steriln¢ odstiihnout do oznacené 2 ml mikrozkumavky nylonovy tampén se vzorkem,
ptidat 400 pl PBS, tfepat, sto¢it minimaln¢ 3X, steriln¢ vyndat nylonovy tampon.

3. Pridat 20 pl QIAGEN proteinazy K a 400 ul pufru AL, tiepat, stocit.

4. Ve vodni lazni inkubovat vzorek 10 minut pii teploté 56°C, kratce stocit.

5. Pfidat 400 pl 96 — 100% ethanolu.

6. Pti rychlosti 2500/min tfepat 15 sekund na téepacce.

7. Kratce stocit v centrifuze.

8. Ptepipetovat 700 ul mixu do oznacené QIAamp spin kolonky (okraj kolonky musi
zustat suchy) a uzaviit kolonku vickem.

9. Stocit v centrifuze na 1 minutu pii ota¢kach 6000 g, odstranit filtrat.

10. Piepipetovat zbytek mixu do oznac¢ené QlAamp spin kolonky (okraj kolonky musi
zustat suchy) a uzaviit kolonku vickem.

11. Stocit v centrifuze na 1 minutu pii otackach 6000 g.

12. Vlozit kolonku do nové kolekéni zkumavky, zkumavku s filtratem vyhodit.

13. Ptidat do kolonky 500 ul promyvaciho pufru AW1.

14. Opakovat jedenacty krok.

15. Vlozit kolonku do nové kolekéni zkumavky, zkumavku s filtratem vyhodit.

16. Pridat do kolonky 500 pl promyvaciho pufru AW2.

17. Stocit v centrifuze na 3 minuty pii otackach 20 000 g.

18. Opakovat patnacty krok.

19. Sto¢it v centrifuze na 1 minutu na maximalni mozné otacky.

20. Vlozit kolonku do 1,5 ml zkumavky oznacené ¢islem DNA a pfijmenim, zkumavku
s filtratem vyhodit.

21. Pfidat injek¢ni vodu nebo pufr AE 20 — 50 ul (mnozstvi zalezi na pozadované
koncentraci DNA).

22. Inkubovat 1-5 minut pii pokojové teploté.

23. Stocit v centrifuze na 2 minuty pii otackach 6000 g.

24. Zkumavku s vyizolovanou DNA skladovat pti teploté -20 °C.
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3.2 Meéreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla métena pomoci pfistroje UV/VIS Shimadzu BioSpec-nano.
Jedna se o spektrofotometr, ktery je vhodny pro kvantifikaci DNA, RNA a analyzu
proteind. Do Nanodropu staci pouzit malé mnozstvi DNA-1,5ul. (navod k obsluze

Spectrophotometer For Life Science BioSpec-Nano, 2012).

3.3 Detekce mikrodeleci Y chromozomu
3.4.1 Reagencie
e Primery (Tab.¢.1,2)
e Templat DNA
e PPP Master Mix
e Voda
e Negativni a pozitivni kontrola
e Roztok 10x TBE buffer
e Top Vision Agarose, thermoscientific
e Ethidium bromide aqueous solution 1% w/v, SERVA

e 6x loading buffer
3.4.2 Pristroje a pomiicky

e Laminarni box (digestoi), TELSTAR AV-100

e Nanodrop UV/VIS Shimadz Bio-Spec-nano

e Personal Thermal Cycler

e FElektroforéza

e Vortex mixer (tiepacka)

e Centrifuga, MiniSpin eppendorf

e Mikrovlna trouba pro piipravu agar6zového gelu
e Analytické vahy

e Laboratorni sklo

e Automatické mikropipety

e [luminator a detek¢ni systém pro pozorovani a foceni gelu Uvitec Cambridge

e Stojanky na mikrozkumavky a zkumavky
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3.4.3 Spotrebni material

e Rukavice
e Zkumavky, mikrozkumavky

o Spi¢ky na automatické mikropipety
3.4.4 Pracovni postup

Aby nedoslo ke kontaminaci DNA, je potieba pracovat v laminarnim boxu (digestofi).
Dekontaminace se provadi vysvicenim UV svétlem zhruba na 10 minut pied
vyzkumem.

1. Ptipravit potiebné reagencie a poc¢kat az upln¢ rozmrznou (dalezité pro pufry).

2. Vypocitat jaké mnozstvi Master Mixu, vody a primeru bude potieba na urcité
mnozstvi vzorki.

3. Piipravit a popsat zkumavky.

4. Namichat ptislusny pocet reakci pro mix A a mix B zvlast, tzn. pocet vzorkd + jednu
dalsi pro negativni kontrolu (voda) + jednu pro pozitivni, ktera byla pouzita od firmy
Agilen (pokud je reakci vice nez 10, piipravit jednu dalsi, nahrazujici ztraty pii
pipetovani).

Tabulka 2: Pouzité primery pro MIX A

Tabulka pouZitych pimeri pro MIX A

ZFY-FIZFY-R 0,4 pl/0,4 pl
SRY-F/SRY-R 0,6 ul/0,6 pl
sY254-F/sY254-R 0,5 ul/0,5 pl
sY86-F/sY86-R 0,5 ul/0,5 pl
sY127-F/sY127-R 0,5 ul/0,5 pl

Tabulka 3: PouZzité primery pro MIX B

Tabulka pouzitych pimeri pro MIX B

ZFY-FIZFY-R 0,4 ul/0,4 pl
SRY-F/SRY-R 0,6 ul/0,6 pl
sY255-F/sY255-R 0,5 ul/0,5 pl
sY84-F/sY84-R 1 ul/1 pl

sY134-F/sY134-R 0,5 ul/0,5 pl

Zdroj: vlastni.
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5. Reak¢ni smés promichat pipetou a rozpipetovat do PCR mikrozkumavek po 24 ul a
ptidat 1 ul templatové DNA izolatu, popt. vody (neg. kontrola) a 1 pul DNA pozitivni
kontroly (u DNA Zeny).

6. Reakce stocit a dat do cycleru (Biometra), program 44: YY popi. program
mikrodelece Y (tab. 4).

Tabulka 4: PCR program

PCR protokol

Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 5 min.
25 cyklu — denaturace 94 °C 30s
Anealing (25 cyklu) 57 °C 30s
Extenze (25 cykla) 65 °C 1 min.
Terminalni extenze 72 °C 10 min.
Chlazeni 4°C 10 min.

Zdroj: vlastni.

7. Vysledek reakce zkontrolovat pomoci elektroforézy na 2% agar6ézovém gelu.

7.1 Pracovni postup: Do banky ptidat 150 ml pufru a 3g agardzy. Promichat a vlozit do
mikroviné trouby. V kratkych intervalech vatit a kontrolovat, dokud nebude smés ¢ira a
bez pény. Chladit na 70 °C pod studenou tekouci vodou. Piidat 2,5 ul ethidium
bromidu. Promichat a vylit na elektroforetické vany, odstranit z gelu bublinky. Nechat
20 minut ztuhnout. PCR produkty obarvené loading bufferem nanést do jamicek v gelu.
Mezi vzorky dat 7 ul DNA ladderu. Byl pouzit 100 bp Ladder od firmy Carl Roth
GmbH + Co. + Co.KG Karlsruhe (obr. 7). Zapnout elektroforézu, ktera je nastavena na
70 V po dobu 30 minut. Gel kontrolovat v intervalech po 30 minutach a prabézné fotit
zhruba 3 hodiny.
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Obrazek 7: DNA Ladder (Navod k obsluze DNA Ladder 100bp, 2017)

8. Vyhodnoceni

Na agarozovém gelu muzeme vidét:

Multiplex A Multiplex B

ZFY: 495 bp ZFY: 495 bp

SRY: 472 bp SRY: 472 bp

sY254: 400 bp (AZFc) sY86: 326 bp (AZFa)
sY84: 320 bp (AZFa) sY134: 301 bp (AZFDb)
sY127: 274 bp (AZFb) sY255: 126 bp (AZFc)

douteit s S | 1 73 4 .56
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Obrazek ¢. 8: Priklady obou Multiplex PCR. Pruh 1 - Ladder, pruh 2 - voda, pruh 3 -
DNA Zeny, pruh 4 - DNA normalniho muze, pruh 5 - DNA pacienta s AZFb deleci,
pruh 6 — DNA pacienta s AZFc deleci (Simoni et al, 1999).

3.4 VysSetfeni spermatu

V ramci praktické ¢asti prace byla domluvena exkurze do Centra 1ékaiské genetiky

v Ceskych Budgjovicich, kde se zabyvaji pohyblivosti spermii a jejich po&tem v
Biirkerové komurce.

Normalni hodnota spermii na 1 ml je zhruba 15 miliént, diive se oznacovala nizka
plodnost pod 40 mil. spermii / 1 ml. Divody, pro¢ se snizila normalni hodnota spermit,

jsou rizné, jako ptiklad mizeme uvést Spatnou Zivotospravu.

3.4.1 Pracovni postup:

Po dodani vzorku od pacienta se sperma musi nejdiive zkapalnit, coz zabere cca 30
minut. Pro vySetfeni pouzijeme pouze 20 pl spermatu s pridanim 400 pl destilované
vody. Vyslednou smés napipetujeme do Biirkerovy komurky a poté pocitame spermie
v péti velkych ¢tvercich pod mikroskopem, pii zvétseni 400x. Poté 1ékai zhodnoti, zda
je pohyblivost a vyskyt spermii v Biirkerové komtrce v normé&. Pocet spermii odpovida
poctu milioni. Pocitaji se spermie leZici uvnitt ¢tverce o velikosti 1/16 mm? a vSechny

spermie, jejichz hlavicky se dotykaji nebo lezi na levé a horni strané ¢tverce.
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4  Cile prace

1) Optimalizace metody multiplex PCR pro vysetfeni mikrodeleci v azoospermické
oblasti chromozomu Y (AZFa, AZFb, AZFc).

2) Analyza vzorku a statistické vyhodnoceni ziskanych dat.
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5 Vysledky
V ramci experimentalni ¢asti bylo vySetieno 14 vzorkl. Nekteré vzorky se bohuzel
nepodatilo zhodnotit z divodu nedostatku vyizolované DNA. Vysledné koncentrace

DNA testovanych vzorkl jsou uvedeny v tabulce (tab. 5). Pro Gpravu gelu byl pouzit

software UVITEC Cambridge.

Tabulka 5: Koncentrace DNA testovanych vzorki uvedenych v ng/pl.

Cislo vzorku Koncentrace Cislo vzorku Koncentrace

(ng/pul) (ng/pl)

1 19,3 8 32,5

2 4,8 9 46,7

3 83,36 10 13,1

4 28,8 11 115,0

5 48,0 12 59,6

6 7,36 13 43,2

7 33,7 14 33,9

5.1 Multiplex PCR

Jednim z cilti prace byla optimalizace metody multiplex PCR pro vysetfeni mikrodeleci
chromozomu Y. Provedeni metody multiplex PCR je vcelku jednoduché. Nejprve se
musi zvIast’ pfipravit MIX A a MIX B, do kterych pfidame potiebné mnoZstvi DNA a
vysledny produkt vloZzime do Thermocycleru. Pomoci elektroforézy zkontroluji

vysledek reakce.

Ve vSech reakcich bylo nutno pouzit kontrolu Zeny a muze, které byly ziskany
z referen¢nich vzorkd, jedna se o lidské reference od firmy Agilent. Musi se uchovavat
pfi teploté€ mensi nez 4 °C. V ptipad¢ kontroly muZe se jedna o negativni vysledek, tato
kontrola nam znaci plodnost muze. Také se doprostied gelu pipetuje 100 bp Ladder (L),
ktery slouzi pro odhad velikosti separovanych fragmentti. Pro fragmenty s ocekavanou

velikosti 100 — 1000 bp pouzivame 100 bp ladder.
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5.1.1 Optimalizace ¢. 1

K prvni optimalizaci jsem pouzila pét vzorki z MIXU A a MIXU B, kontrolu zeny,
kontrolu muze a Ladder. Prvni vzorek v MIXU A i v MIXU B bohuZel neni patrny
nejspiSe z duvodu nizké koncentrace. U vzorkt 2, 3, 4, 5 vMIXU A vyslo pét
pozadovanych produktti o velikostech 495 bp, 472 bp, 400 bp, 320 bp, 274 bp. V MIXU
B se opét objevily pozadované produkty o velikostech 495 bp, 472 bp, 326 bp, 301 bp,
126 bp. Vzorky 2, 3, 4, 5 u MIXU A i MIXU B jsem vyhodnotila jako negativni, tedy
s plodnosti by z genetického hlediska tito muzi neméli mit problém. U kontroly zeny je
viditelny pouze jeden amplifika¢ni produkt o velikosti 495 bp. V MIXU A by se mélo
objevit pét produktl, ale velikosti jsou bohuzel velmi blizké. Na fotografii se prvni
produkt jevi jako jeden pruh, i pfes to, Ze pod UV svétlem byly vidét dva pruhy, které se
bohuzel nepodafilo vyfotit. Elektroforéza byla zapnuta na 20 minut pti 70 V, proto jsou

vysledky tak neptesné.

Obrazek ¢. 9: Vysledek k optimalizaci ¢. 1 v 2% agarézovém gelu.

5.1.2 Optimalizace ¢. 2

V této optimalizaci jsem neméla dost DNA u vzorku €. 6, tudiz nebylo moZné tento
vzorek vysSetfit obéma mixy. Vzorky €. 7, 8, 9, 10, 11 vySly opét negativni. Pro kontrolu
jsem si napipetovala pouze zenu, ktera vysla pozitivni. Pfi prvni optimalizaci jsem
zjistila, jak ma kontrola vypadat, a proto kontrola muze jiz nemusela byt zatazena do
pokusu. Separace produktii v elektroforéze probihala zhruba 30 minut pii 70 V, tudiz
jsou primery o néco viditelngjsi. Mezera v agaréozovém gelu vznikla z divodu

prasklinek v jamkach. Posledni band je smés primerti o velikostech 20 bp.
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Obrazek ¢. 10: Vysledek k optimalizaci ¢. 2 v 2% agarézovém gelu.

5.1.3 Optimalizace ¢. 3

V posledni optimalizaci mi vzorky ¢. 13 a 14 nevysly nejspise kvili malému mnozstvi
DNA. Vzorek ¢. 12 mi vySel v obou mixech negativni — v MIXU A i v MIXU B vidime
pét pruhtl, 1 kdyZ ten prvni se ndm jevi jako jeden. Pro kontrolu jsem pouzila opét pouze

zenu. Elektroforézu jsem nechala bézet 30 minut pii 70 V.

Obrazek ¢. 11: Vysledek k optimalizaci ¢. 3 v 2% agar6zovém gelu.

5.1.4 Optimalizace ¢. 4

Pro nejasné vysledky jsem si zopakovala nckteré vzorky, bohuzel vzorky 13, 14
v MIXU A opét nevysly. Nejspise kviili Spatnému navazani primert. Vzorky ¢. 8 a 10
vysly negativni. U MIXU A jsem pozila kontrolu muze a u MIXU B kontrolu muze i
zeny. Vzorek C. 9 se objevuje pouze v MIXU A, jelikoz nezbylo dost DNA pro
napipetovani do MIXU B. Elektroforéza probihala opét 30 minut pii 70 V.
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Obrazek ¢. 12: Vysledek k optimalizaci €. 4 v 2% agar6zovém gelu.
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Plodnost muzu

B Plodni muzi

B Podezieni na neplodného muze

Graf ¢. 1: Vysledky vySetfovanych muza
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6 Diskuze

V praktické casti bakalaiské prace jsem vySetfovala mikrodelece chromozomu Y. Pro

toto vysSetfeni jsem zvolila metodu multiplex PCR.

Vzorky byly vysetfeny zbukalnich stéri odebranym anonymnim osobam, ktefi
souhlasili s odbérem. Vyizolovana DNA, ktera byla pro toto méfeni pouzita, mi byla
poskytnuta laboratoiif GENLABS s.r.0. v Ceskych Budg&jovicich.

Polymerazova tetézova reakce je velmi spolehlivd, pfesnd a rychla, vysledky mame
béhem nckolika hodin. Geneticka pfi¢ina muzské neplodnosti je stile zcela

neobjasnéna, pficin se udava mnoho, ale zadna neni stoprocentni.

Ve vyzkumu byly pozity dva mixy z divodu rozdilnych primerii a velikosti u Sesti

oblasti azoospermickych faktori AZFa, AZFb, AZFc.

Na dlouhém raménku chromozomu Y byly vySetieny primery sY84, sY86 (AZFa na
Yqll.21), sY127, s134 (AZFb na Yqll1.22), sY254, sY255 (AZFc na Yq1l.23). Do
analyzy byly zahrnuty dvé kontrolni oblasti na kratkém raménku chromozomu Y. Gen
SRY se vyskytoval pouze u muze o velikostech 472 bp. Zatimco geny ZFY/ZFX se
nachazeji na pseudoautozomalni oblasti kratkych ramének X a Y chromozomu a byly

tedy pfitomny u muzi i u zen.

U vzorku €. 13 se vyskytly malé nejasnosti. V MIXU A se mélo objevit pét produkti,
ale neobjevil se zadny a v MIXU B vysel pouze jeden produkt, tudiz by se mohlo jednat

o neplodného muze s delecemi AZF a, b ¢i c.

Podle mého nazoru by odbér vzorktl z periferni krve byl ptesnéjsi, co se tyce vysledki. |

pfes to se mi metodu podafilo optimalizovat a dosdhnout pottebnych vysledk.
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7 Zavér

Cilem m¢é bakalarské prace bylo sepsani reSerSe na téma vySetieni mikrodeleci
chromozomu Y u muza z neplodnych part. Prakticka ¢ast byla zamétena na laboratorni
praxi a zvladnuti molekularné — biologickych metod pouzivanych v genetické

laboratofi.

V teoretické ¢asti jsem se zabyvala problematikou neplodnosti muzi a jejich aberacemi.
Nasledn¢ jsem se zaméiila na popis polymerazové fetézové reakce, ktera byla vhodna

pro vySetieni mikrodeleci chromozomu Y.

V ramci praktické Casti jsem si osvojila metodu multiplex PCR, stejné tak i izolaci DNA
z bukalniho stéru, ptipravu PCR reakci a elektroforetickou separaci PCR produktii na

agar6zovém gelu.
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9 Seznam zkratek

AZF azoospermicky faktor

BP  pary bazi

DNA deoxynukleotidova kyselina

L Ladder (velikostni marker)
PCR polymerazova fetézova reakce

SRY sex-determinujici faktor Y
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