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Vyvoj metody stanoveni relativni exprese genu CD151
kodujiciho tetraspaninovy protein ve varleti a nadvarleti
koné domaciho s vyuzitim termocykleru LightCycler®
Nano (Roche)

Souhrn

Tetraspaniny jsou transmembranové proteiny vyskytujici se v membranach téméf vSech
eukaryotickych bunék. Prostfednictvim reorganizace membranovych komplexii se podili na
mnohych fyziologickych i patologickych procesech. Jednim z téchto procest je oplodnéni.
Prestoze jsou mechanismy skryvajici se za fuzi gamet béhem oplodnéni stale predmétem
zkoumani, predpoklada se, ze ze vSech 33 tetraspaninovych proteinti exprimovanych u savcu
se do oplozeni zapojuji tfti — CD9, CD81 a CD151. Vyzkum exprese genu CD151 je dilezitym
krokem v odhaleni fyziologické funkce kédovaného proteinu.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni relativni genové exprese
CD151 ve tkéni varlete a nadvarlete koné a dale detekovat exprimované transkrip¢ni varianty
genu. U konského genu CDI151 byla na zéklad€ referen¢niho genomu ptedpokladéna exprese
Sesti transkripCnich variant X1-X6. Tkané varlete a tii anatomickych ¢asti nadvarlete —
hlavy (caput), téla (corpus), ocasu (cauda) — byly odebrany ve dvou biologickych replikatech.
Celkem bylo analyzovano 40 vzorkl. Z téchto tkani byla izolovana RNA, prob¢hla reverzni
transkripce a nasledovala kvantitativni Real-Time PCR (qRT-PCR) za pouziti specifickych
primerua. Jako housekeepingovy gen byl vybran gen ACTB.

Byly navrzeny specifické primery, jejichz amplifikace byla ovéfena analyzou teploty tani,
urcenim eficience reakce, separaci amplikonti v elektroforéze, restrikénim $tépenim amplikonu
a sekvenaci. VSechny primery byly specifické. Jeden par primert byl vybran pro hodnoceni
obecné relativni exprese genu CD/51 a Ctyfi pary primeri byly vybrany pro detekci a rozliSeni
transkripnich variant. VSechny sestfihové varianty s vyjimkou X1 byly detekovany ve varleti
1 nadvarleri. Exprese varianty X1 je pfedpokladana, ale nebylo mozné navrhnout primery tak,
aby byla moznd jeji detekce. Sekvenace amplikont primerti urenych pro stanoveni relativni
exprese prokdzala, ze je amplifikace vysoce specifickd a Ze primery amplifikuji stejnou
sekvenci ve vSech zkoumanych tkanich. Ziskana sekvence odpovidala sekvenci genu CD151
v referencnim genomu nejen kon€ domaciho, ale také dalSich zastupct rodu Equus.

Relativni exprese CD151 byla vyhodnocena na zékladé qRT-PCR, jejiz vysledky byly
dale statisticky zpracovany. Gen CD151 byl exprimovan ve vSech tkanich, ale vyskytovaly se
rozdily v mife exprese. Ve vSech tfech ¢astech nadvarlete byla relativni exprese znatelné nizsi
nez ve varleti. V nadvarleti byla nejvyssi exprese namétfena v hlavé nadvarlete. Exprese v téle
a ocasu nadvarlete byla srovnatelna. Pii porovnani miry exprese mezi jednotlivymi hiebci byly
hodnoty srovnatelné vzdy mezi dvojici jedincl. Rozdily v genové expresi mezi hiebci mohly
byt zptisobeny nevhodnou manipulaci se vzorky a degradaci vstupni RNA.



Reseni diplomové prace bylo podpofeno projekty GA FAPPZ Studium geneticky
podminénych vlastnosti s vyuzitim molekularné-genetickych, bioinformatickych a statistickych
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jejiho hodnoceni s vyuzitim metod bioinformatiky a biostatistiky (SV19-07-21360) a projektu
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kryokonzerva¢niho média (2018200).

Kli¢ova slova: kinn domaci, Equus caballus, gen CDI151, tetraspaniny, exprese, qRT-PCR,

transkrip¢ni varianty



Development of a method for determining the relative

expression of the CD151 gene encoding the tetraspanin

trotein in the testis and epididymis of a domestic horse
using the LightCycler® Nano (Roche) thermocycler

Summary

Tetraspanins are transmembrane proteins found in the membranes of almost all
eukaryotic cells. Through the reorganization of membrane complexes, they participate in many
physiological and pathological processes. One of these processes is fertilization. Although the
mechanisms behind gamete fusion during fertilization are still under investigation, it is assumed
that out of all 33 tetraspanin proteins expressed in mammals, three are involved in fertilization
—CD9, CD81 and CD151. Research focused on the expression of gene CD/51 is an important
step in revealing the physiological function of the encoded protein.

The aim of this diploma thesis was to develop a method for determining the relative gene
expression of CD151 in the testis and epididymis of a horse and to further detect transcript
variants of the gene expressed in the tissue. Based on the reference genome, the equine CD151
gene was predicted to be expressed in the form of six transcript variants X1-X6. Tissue of the
testis and three anatomical parts of the epididymis — head (caput), body (corpus), tail (cauda)
were collected in two biological replicates. A total of 40 samples were analyzed. RNA was
isolated from the tissue, reverse transcribed and analyzed by quantitative Real-Time PCR (qRT-
PCR) using specific primers. The ACTB gene was selected as the housekeeping gene.

Specific primers were designed. The amplification was verified by melting curve
analysis, determination of reaction efficiency, separation of amplicons by electrophoresis,
restriction digestion of the amplicon and sequencing. All primers were specific. One primer
pair was selected to assess the general relative expression of the CD151 gene and four primer
pairs were selected to detect and distinguish transcript variants. All splice variants except X1
were detected in the testis and the epididymis. Expression of the X1 variant is expected, but it
was not possible to design the primers to specifically detect only this variant. Sequencing of
amplicons synthesizes by the primers, which were chosen as a marker of relative gene
expression, showed that the amplification was highly specific and that the primers amplified
the same sequence in all examined tissues. The obtained sequence corresponded to the sequence
ofthe CD151 gene in the reference genome of the horse and also of other members of the Equus
genus.

The relative expression of CD151 was evaluated by qRT-PCR, the results were further
statistically analyzed. The CD151 gene was expressed in all tissues but there were differences
in the level of expression. In all three parts of the epididymis, the relative expression was
significantly lower than in the testis. In the epididymis, the highest expression was measured in
the head of the epididymis. The expression in the body and the tail of the epididymis was
comparable. When comparing the level of expression between individual stallions, the values
were comparable between a pair of individuals. Differences in gene expression between
stallions could be due to improper sample handling and degradation of input RNA.
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1 Uvod

Oplozeni je komplikovany proces, jehoz se ucastni zralé spermie a oocyty v samicim
reprodukénim traktu. Pro ziskani plné kompetence k oplodnéni musi gamety podstoupit fadu
morfologickych, strukturnich a molekuldrnich zmén. Jen za téchto podminek jsou gamety
schopné spolu interagovat, adherovat a fizovat.

Na stran¢ spermie dochazi k potfebnym modifikacim v priabéhu témét celého Zivotniho
cyklu buiiky. Formovani spermii zaCina ve varleti béhem spermatogeneze. Zde spermie
ziskavaji svou typickou morfologickou stavbu (O’Donnell 2014). V nadvarleti dochdzi v rdmci
post-testikularniho zrdni ke zménam na cytoplazmatické membrané, vcetné proteinového
slozeni (Skerget et al. 2015). Po ejakulaci spermie v sami¢im reproduk¢nim traktu kapacituji,
méni se vlastnosti membrany a jsou aktivovany signalni drdhy vedouci ke zméndm
v intracelularnim prostfedi (Ritagliati et al. 2018; Tumova et al. 2021). Kapacitované spermie
rozpoznavaji ovulovany oocyt a interaguji s jeho obaly. Interakce spousti akrozomalni reakci,
ktera spociva ve vyliti enzymatického obsahu akrozomového vacku spermie do okolniho
prostiedi a neméné dilezité relokalizaci membranovych proteinti v hlavic¢ce spermie. V tomto
stavu je spermie schopnd navazat se na plazmatickou membranu oocytu a splynout s nim
(Jankovicova et al. 2020b).

Mechanismy vedouci k fiizi gamet nebyly dosud piesné popsany. Na strané¢ oocytu i
spermie byly navrzeny mnohé kandidatni adhezni i fuzni molekuly, u vétSiny z nich vSak byla
v pritbéhu let vyvracena jejich nepostradatelnost. Bylo prokdzano, ze pro adhezi je naprosto
nezbytny vazebny protein Izumol na membrané spermie (Inoue et al. 2005) a receptor Juno na
membran¢ oocytu (Bianchi et al. 2014). Déle jsou davany do spojitosti s oplozenim tetraspaniny
CD9, CD81 a CD151.

Tetraspaniny jsou transmembranové proteiny vyskytujici se v membranach témét vSech
eukaryotickych bunck. Skladaji se typicky ze Ctyf transmembranovych domén, dvou
extracelularnich smycek a jedné intracelularni smycky (Hemler 2014). Tetraspaniny interaguji
s dal$imi transmembranovymi a intracelularnimi proteiny, ¢imz se podili na regulaci fady
bunécnych déji (Hemler 2008). V reprodukci se piedpoklada jejich ucast pii reorganizaci
membranovych komplexti béhem oplozeni (Jankovicova et al. 2020b).

O tetraspaninu CD151 a jeho funkci pti oplozeni toho neni v souc¢asnosti mnoho znamo.
Protein byl detekovan na oocytu i na spermii. Na lidskych oocytech byla popsana interakce
s integriny v plazmatické membrané (Ziyyat et al. 2006). Na mysich a bycich spermiich byla
popsana redistribuce CD151 v pribéhu akrozomalni reakce (Jankovicova et al. 2020a). Méfeni
exprese mRNA genu CDI/5] v tkénich reprodukéniho traktu samce probéhlo dosud pouze u
clovéka (Uhlén et al. 2015) a u mys$i (Jankovicova et al. 2020a).

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout efektivni metodu pro stanoveni exprese genu
CDI151 ve varleti a nadvarleti kon¢ domaciho za ucelem vyuziti této metody k dalSimu
vyzkumu.



2 Védecké hypotézy a cile prace

2.1

2.2

Védecké hypotézy
Byly stanoveny nésledujici védecké hypotézy:

U genu CDI151 lze predpokladat bazdlni expresi. Mnozstvi transkribované mRNA
tohoto genu bude dostatecné pro detekci metodou qRT-PCR s vyuzitim SYBR Green
barviva (Roche).

U konského CD151 bylo popsano 6 transkripcnich variant. Lze pfedpokladat, ze alespon
jedna z nich bude exprimovana ve varleti ¢i nadvarleti.

Sekvence jednotlivych transkripcnich variant genu CD/51 budou vykazovat takovou
homologii, kterd umozni navrhnout marker, schopny hodnotit obecné relativni expresi
genu CD151 bez ohledu na konkrétni transkripéni variantu.

Mezi transkripnimi variantami budou identifikovany inzer¢né-delecni polymorfismy,
které umozni potvrdit ¢i vyvratit pritomnost nékterych konkrétnich variant ve varleti a
nadvarleti koné.

Cile prace

Ze zminénych védeckych hypotéz vyplyvaji tyto cile diplomové prace:

Ove¢tit platnost vyse uvedenych hypotéz.

Na zéklad¢ studia védecké literatury bude zpracovana ucelena literarni reserse.

Bude provedena bioinformaticka analyza koniského genu CDI51 s cilem identifikovat
exonové oblasti a varianty sestfihu.

Budou navrzeny primerové pary umisténé v jednotlivych exonech genu CD1517 vhodné
pro nasledné stanoveni relativni exprese metodou qRT-PCR s vyuzitim SYBR Green
barviva (Roche).

Bude vybran vhodny "housekeeping" gen.

Bude ziskana cDNA z varlete a z riznych oblasti nadvarlete 5 hiebct.

Z kazdé tkan€ budou hodnoceny 2 biologické replikaty.

Bude provedeno statistické vyhodnoceni vysledk.



3 Literarni resSerse

3.1 Kiun domaci

3.1.1 Genom koné domaciho

Po vzoru Human Genome Project, ktery byl dokoncen v roce 2003, prob&hlo sekvenovani
koniského genomu, a to pod ndzvem Horse Genome Project. Projekt vznikl jiz v roce 1995, kdy
se na ném podilelo 70 védct z 22 laboratofi z 12 zemi svéta. V roce 2006 projevil zajem o
sekvenovani genomu kon¢ americky National Human Genome Research Institute, ktery si
vybral kon¢ jako zastupce tadu lichokopytnikii v rdmci studia funkéniho genomu savci.
Iniciativu ptfevzal Broad Institute spadajici pod MIT, ktery pomoci shotgun metody dokon¢il
projekt v roce 2007 a vznikl tak prvni referen¢ni genom koné€, konkrétné klisny anglického
plnokrevnika (Brosnahan et al. 2010). Postupem ¢asu byly znalosti vychéazejici z referencniho
genomu roz$ifeny o identifikaci mnohych genetickych variant (SNP, CNV, indel) u dalSich
plemen i jednotlivet (Wade et al. 2009; Doan et al. 2012).

Karyotyp koné se skladd z 31 parh autozomti a 1 paru gonozomi (viz Obr. 1). Genom
tvoti 20 300 strukturnich genti, z nichz je okolo 17 000 ortolognich s clovékem, mysi a psem.
15 027 gent piedstavuje piimé ortology s ¢lovékem. Velikost genomu Cini 2,5 — 2,7 Gb (Wade
et al. 2009).
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Obr. 1: Karyotyp samce kon¢ domaciho skladajici se ze 32 parti chromozomt (pfevzato
a upraveno dle MacLeod & Kalbfleisch 2020).



3.1.2 Kiin jako modelovy organismus

Z duvodu nepopiratelné podobnosti genomi savcil vyvstala i v piipadé koné otazka, zda
by byl vhodny do role modelového organismu pro studium humannich onemocnéni.

Na zédkladé¢ mnozstvi dostupné literatury neni konisky model zcela bézny v porovnani
s malymi savci, ktefi jsou hojné vyuzivani k vyzkumu onemocnéni a vyvoji 1é€by. N¢&jakeé
uplatnéni pieci jen ale nachazi. Jednd se napft. o osteoartritidu (Mcllwraith et al. 2012), astma
(Bullone & Lavoie 2019; Klier et al. 2019), nddorova onemocnéni (Van Der Weyden et al.
2016; Suarez-Bonnet et al. 2018) nebo 1écbu degenerativnich onemocnéni pomoci regenerativni
terapie (Meng et al. 2020). Dale nachazi kan vyuziti jako behavioradlni model ve vyzkumu
kognice, temperamentu, mozkové laterality, evoluce a adaptability (Hausberger et al. 2019).

3.1.3 Reprodukce v chovu

Zpusob reprodukce kon¢ domaciho se odrazi od sezonnosti estralniho cyklu klisen. Jejich
hormonalni aktivita silné¢ zavisi na délce dne neboli fotoperiodé. S prodluzujici se délkou
fotoperiody na jatfe stoupd ovaridlni aktivita a s klesajici délkou dne na podzim aktivita zase
ustupuje (Mair et al. 2013). V zimnich mésicich jsou klisny reprodukéné inaktivni vlivem
kratké fotoperiody, kdy dochazi k vysoké produkci melatoninu a nasledné inhibici
gonadotropin releasing hormonu (GnRH), syntetizovaného neurony hypothalamu. GnRH
piimo stimuluje v adenohypofyze tvorbu gonadotropnich hormont — folikulostimula¢niho
(FSH) a luteiniza¢niho (LH), které se podileji na vyvoji ovaridlnich folikul a samotné ovulaci
(Aurich 2011). Toto obdobi ovaridlni inaktivity klisen je ozna¢ovano jako zimni anestrus. Od
jara do podzimu jiz probiha estralni cyklus ustalené. Klisny jsou polyestrickd zvitata, jejichz
cyklus se sklada ze dvou opakujicich se fazi — estru, trvajiciho 5-7 dnt, a diestru, trvajiciho 14-
15 dnti (Mair et al. 2013).

Sezonnost vSak ovliviiuje také reprodukéni schopnosti samctli. Pfestoze v minulosti byl
vliv fotoperiody na kvalitu hieb¢ich spermii zpochybnovan (Aurich 2016), Crespo et al. (2020)
zaznamenali efekt hned na nékolik ukazatelll kvality spermatu. Konkrétné progresivni motilitu,
integritu membran a fragmentaci spermatické DNA (SDF). Fragmentaci je v tomto kontextu
minéno naruseni integrity DNA v jadfe gamety, a to primarn¢ vlivem chybného prubéhu zrani
nebo pusobenim oxidativniho stresu. Riziko dale predstavuji také faktory vnéjSiho prostiedi
nebo nepfiznivy zdravotni stav (Agarwal et al. 2020). Nejvyssi kvalitu semene pro ucely
inseminace ¢i pfipusténi klisny vykazovaly u vétSiny sledovanych hiebcti vzorky odebrané na
jafe, kdy byla naméfena nejvyssi motilita spermii a integrita plazmatickych membran, a naopak
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et al. (2020), ktera probihala na vétsSim vzorku jedinct.

3.1.4 Pohlavni Zlazy hi'ebce

3.1.4.1 Varle

Varle (testis) je parova samc¢i pohlavni zldza, jejiz hlavni funkci je tvorba samcich
pohlavnich bunék, spermii, a produkce androgenti. Parenchym varlete se sklad4a z dlouhych
sto¢enych semenotvornych kanalkl a vmezefeného vaziva (Yoshida 2010; Yang et al. 2015).



Semenotvorné kanalky dospélého jedince jsou Siroké 150-200 um (Yoshida 2010).
V epitelu semenotvornych kanalkil se vyskytuji dva typy bunc¢k — spermatogenni a Sertoliho.
Sertoliho bunky plni podplirnou, imunoprotektivni, nutri¢ni a regula¢ni funkci pro vyvijejici se
spermie (Rato et al. 2012). Svou zékladnou nasedaji na bazalni membranu na periferii kanalka
a vybézky dosahuji k jejich lumen. Sertoliho bunky spojuji tésné spoje delici epitel na bazalni
a adluminalni kompartment. Zaroven zde tésné spoje plni funkci hematotestikularni bariéry
(Cheng & Mruk 2009; Yoshida 2010; La & Hobbs 2019).

Dale jsou soucasti epitelu semenotvornych kanalkl spermatogenni buiiky. Ty pfedstavuji
rizna vyvojova stadia spermii, jak je blize vysvétleno v kapitole vénované spermatogenezi. Pti
bazalni membrané probihd déleni zarodecnych epitelovych bunék — spermatogonii. Tim je
zajiSténa obmena a dalsi postupny vyvoj spermatogennich bungk, které béhem své diferenciace
prostupuji spoji Sertoliho bunék az k lumen kanalkt (Pui & Saga 2017; Staub & Johnson 2018).

Vnéj$i povrch semenotvornych kandlkli vyztuzuji peritubularni myoidni bunky,
produkujici rastové faktory. Prostor mezi semenotvornymi kanalky vypliuje vmezetené vazivo
— intersticium, jehoZ soucasti jsou roztrousené Leydigovy bunky, makrofagy a krevni cévy (viz
Obr. 2). Vsechny tyto slozky svou ¢innosti podporuji spermatogenezi (La & Hobbs 2019).

Lumen '
Sertoliho
Adluminalni buriky
kompartment
Tésné
L spoje
-
Bazalni % 4 =
kompartment =
Intersticium \ § Spermatogonie

Cévy Makrofagy

Leydigovy bunky

Obr. 2: Stavba semenotvorného kanalku. Spermatogonie v pribé¢hu diferenciace migruji
od bazalni membrany k lumen kanalku. Bazalni a adluminalni kompartment kanalki je oddélen
tésnymi spoji Sertoliho bunék, které vytvari hematotestikularni bariéru. V intersticiu se nachazi
Leydigovy buniky, cévy a makrofagy (La & Hobbs 2019).



3.1.4.2 Nadvarle

Nadvarle (epididymis) ptedstavuje rezervoar spermii a zaroven zde spermie podstupuji
maturaci potfebnou k ziskani motility a schopnosti fertilizace (Caballero et al. 2011).

Epididymis se d€li na tfi anatomické Casti — hlavu (caput), télo (corpus) a ocas (cauda).
U mysi byl v proximalni ¢asti popsan inicidlni segment (viz Obr. 3). V kazd¢ z téchto Casti
probihd exprese rozdilnych gend, ¢imz vznikd specifické mikroprostiedi ovliviiujici zrani
spermii (Cornwall 2009; Dacheux et al. 2016; Wu et al. 2021). Spermie jsou piivadény
odvodnymi kandlky varlete do hlavy nadvarlete spolecné s testikularni tekutinou, ktera je
nasledné resorbovana (Hansen et al. 2004; Cornwall 2009). V ocasu nadvarlete se spermie
shromazd’uji do doby ejakulace (Jones & Murdoch 1996).

Kanalek nadvarlete je vystlan cylindrickym epitelem, ktery se sklada z Sesti typti bunék
v rizném zastoupeni v zavislosti na konkrétni anatomické oblasti. Az z 80 % epitelu tvofi
hlavni (principalni) bunky, jejichz primdrni funkci je syntéza proteinli a ndsledné jejich
transport pomoci merokrinni ¢i apokrinni sekrece. Apokrinni sekreci jsou do nadvarlete
vylu€ovany membranové vacky epididymosomy, nesouci proteiny podilejici se na zrani
spermii. Dale jsou principalni buniky schopné fagocytovat nezralé spermie predcasné uvolnéné
z varlete. Apikalni buiiky, ,,narrow* (v ptekladu tésné) bunky a ,,clear (v ptekladu ¢iré) bunky
reguluji pH v lumen kanalku. ,,Clear* bunky vykazuji vysokou endocytickou aktivitu, a to
predevsim v hlavé nadvarlete, ¢imz se také podili na dozravani spermii. Déle jsou v epitelu
lokalizovany imunitni ,,halo* buiiky a zarode¢né bazalni burniky. Epitel je obklopen hustou siti
dendritickych buné¢k a vrstvou hladké svaloviny. Mikroklky na apikalnim pélu nékterych typi
epitelidlnich bun¢k umoziuji pasivni transport spermii kandlkem az do ocasu nadvarlete
(Caballero etal. 2011; Joseph et al. 2011; Belleannée et al. 2012; Ramos-Ibeas et al. 2013; Pinel
et al. 2019).
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Obr. 3: Stavba nadvarlete. DEli se na tii ¢asti — hlava (caput), télo (éorpus), ocas (cauda).
V prubéhu nadvarlete se méni velikost lumen kanalkt a zastoupeni jednotlivych typl bunék.
Znazornény jsou ,,narrow‘ bunky, ,,clear* bunky, principalni buiiky a bazalni buiiky (Shum et
al. 2009).



3.2 Spermatogeneze

V semenotvornych kanalcich varlete prochéazi diploidni spermatogenni buiiky délenim a
slozitou diferenciaci, béhem niz dochdzi k vyraznym morfologickym zménam. Tento proces se
nazyva spermatogeneze. Do spermatogenniho cyklu vstupuje buiika ve stadiu spermatogonie,
nachazejici se na periferii semenotvornych kanalk. Béhem vyvoje buiiky podstupuji nekolik
po sobé jdoucich mitotickych déleni a dvé meiotickd, migruji k lumen kanalku a podstupuji
strukturni zmény. Vysledkem diferenciace je haploidni sam¢i gameta — spermie (O’Donnell
2014; Pui & Saga 2017; Staub & Johnson 2018). Poté jsou spermie pasivné unaseny do
nadvarlete, kde podstupuji v jednotlivych segmentech orgénu tzv. post-testikularni dozravani.
Teprve po zakonceni tohoto zrani jsou spermie schopné za vhodnych podminek kapacitovat
v sami¢im reproduk¢énim traktu a oplodnit samici oocyt (Sullivan et al. 2005; Nixon et al. 2019).

Prekurzory samcich gamet  vznikaji bchem embryonalniho  vyvoje
z pluripotentnich bun€k epiblastu a néasledné migruji skrze rozmanité embryonalni tkané do
oblasti formujicich se gonad pomoci tzv. améboidniho pohybu. Tyto prekurzory se nazyvaji
primordialni zarode¢né bunky (primordial germ cells), zkracené PGC (Hackett et al. 2018;
Grimaldi & Raz 2020).

PGC buiiky, které se usadily v misté vyvijejicich se gonad, podstupuji n¢kolik po sobé
jdoucich mitotickych d¢leni. V prenatdlnim i brzkém postnatdlnim obdobi vznika
z primordialnich zarodecnych bunék nékolik bunécnych stadii, kterd jsou souhrnné nazyvana
gonocyty. Gonocyty dale proliferuji, diferencuji v rané spermatogonie a migruji na periferii
varlete k bazalni membrané semenotvorného kandlku. Rané spermatogonie bud’ vstupuji do
cyklu spermatocytogeneze a podléhaji dals$i diferenciaci nebo slouzi jako kmenové bunky
(Nagano et al. 2000; Culty 2009; Pui & Saga 2017).

Tvorba zralych spermii za¢iné s nastupem puberty. Na zakladé komplexni zpétné vazby
mezi bunkami varlete, hypothalamem a hypofyzou dochazi k produkci gonadotropin releasing
hormonuu (GnRH), folikulostimulaéniho hormonu (FSH), luteiniza¢niho hormonu (LH) a
androgenli. Mechanismus pisobeni GnRH byl stru¢né popsan jiz v diivejsi kapitole. FSH
ptisobi na Sertoliho buiiky, podporuje jejich proliferaci a rast. Receptory pro LH se nachézi na
Leydigovych buiikach produkujicich testosteron. Androgeny, predevsim testosteron, se podili
na prubéhu meidzy, adhezi spermatid k Sertoliho buiitkdm a poté uvolnéni spermii do lumen
semenotvorného kanalku (Heckert & Griswold 2002; Holdcraft & Braun 2004; Verhoeven et
al. 2010; Smith & Walker 2014).

3.2.1 Spermatocytogeneze

Spermatocytogeneze je prvni ze dvou fazi cyklu spermatogeneze. Obecné je za pocatecni
stadium buné¢k vstupujicich do této faze povazovana spermatogonie A (2n, 2¢). V bazalnim
kompartmentu varlete probiha opakovana mitoticka proliferace, ktera dava postupné vzniknout
spermatogoniim IM (intermediate), spermatogoniim B, a nakonec primarnim spermatocytim.
Priméarni spermatocyty v ramci piipravy na prvni meiotické déleni replikuji svou DNA (2n, 4c)
a vstupuji do profdze meidzy 1. V pribéhu meidzy migruji primarni spermatocyty z bazalniho
kompartmentu do adlumindlniho skrze hematotestikularni bariéru. Vysledkem prvniho
redukcniho déleni jsou sekundarni spermatocyty (1n, 2¢), které vstupuji do meidzy II a stavaji



se z nich haploidni spermatidy (1n, 1c) (Bellve et al. 1977; Leeb 2007; Cheng & Mruk 2009;
Larson et al. 2018).

Cely pribéh spermatocytogeneze je tésné spjat s aktivitou Sertoliho bunék.
Prosttednictvim sv¢ signalizace reguluji proliferaci a meiotické déleni spermatogennich bune¢k,
ovliviiuji dynamiku bunécnych spojti a v disledku také migraci spermatogennich bunck. Dale
produkuji laktat slouzici jako zdroj vyzivy pro spermatocyty a spermatidy (Ni et al. 2019).

3.2.2 Spermiogeneze

Do spermiogeneze, nékdy nazyvané téz spermiohistogeneze nebo spermatohistogeneze,
vstupuji haploidni kulovité spermatidy. Vlivem ptlisobeni hormonii a ristovych faktort
testikularnich bunék podstupuji postmeiotickou diferenciaci, kterd spociva v tadé
morfologickych zmén. Vacky uvolnéné z Golgiho aparatu se postupné spojuji v blizkosti jadra
a vytvari akrozom. Jedna se o sekrecni vacek obsahujici enzymy hyaluronidazu a akrozin, které
jsou nezbytné pro prunik spermie k oocytu a oplodnéni. M4 vlastni vnitini a vnéj$i membranu.
Na opa¢ném pdlu buiiky se formuje kréek a bicik. Dochazi ke kondenzaci chromatinu, histony
jsou nahrazeny protaminy, spermatidy se zploStuji, protahuji a je vytlaCovana piebytecna
cytoplazma. V poslednim kroku spermatogeneze jsou pieruseny molekuldrni vazby zajistujici
adhezi spermii k Sertoliho buiikdm a spermie jsou uvolnény do lumen semenotvornych kanalka
(Florke et al. 1983; Leeb 2007; O’Donnell 2014).

3.3 Post-testikularni dozravani spermii

Ze semenotvornych kanalkd jsou nepohyblivé spermie pasivné unaSeny do nadvarlete.
Zde dochazi vlivem exprese rozdilnych gent v riznych oblastech nadvarlete k dalSimu
slozitému dozravani, které je naprosto nezbytné pro plodnost spermii. Toto zrani trva ptiblizné
10 dnti. Nasledné¢ jsou spermie s vyrazné zpomalenym metabolismem ulozeny po urcitou dobu
v ocasu nadvarlete do chvile, nez dojde k ejakulaci (Caballero et al. 2011; Belleannée et al.
2012).

Spermie postupnym prichodem jednotlivymi oblastmi nadvarlete pfichdzi do styku
s intraluminalni tekutinou, kterd méni sloZeni dle ptisluSnych exprimovanych genti. V disledku
pusobeni tekutiny se méni vlastnosti cytoplazmatické membrany spermii. Dochazi ke zméné se
slozeni fosfolipidii a jejich poméru k cholesterolu, dale ke zméné néboje, relokalizaci
povrchovych antigenti a Gprave povrchovych proteint. Nékteré ptivodni membranové proteiny
jsou upln¢ degradovany proteolytickou aktivitou nebo jsou modifikovany (Sullivan et al. 2005;
Dacheux et al. 2016). V membrané spermii se objevuji béhem dozravani i nové proteiny.
V porovnani s pivodnimi je vSak téchto novych méné (Skerget et al. 2015).

Proteiny produkované epitelem nadvarlete jsou sekretovany merokrinni i apokrinni
cestou. Apokrinni sekrece je ddvana do souvislosti s jiz zminénymi epididymosomy (Dacheux
et al. 2016; James et al. 2020). Dosud nepopsané vezikuly obklopujici spermie poprvé
zaznamenali Yanagimachi et al. (1985) u kiecka a tehdy se domnivali, Ze jejich funkce souvisi
s transportem cholesterolu mezi membranami vackul a spermii. Epididymosomy maji podobnou
strukturu jako bunééné exozomy. Jednd se o extracelularni vacky, které mohou mit rozmér od
50 do 500 nm. (Sullivan et al. 2005). Obsah epididymosoml a proteiny exprimované



nadvarletem jsou stale pfedmétem zkoumani. Nejcastéji zmiiovanymi proteiny jsou v tomto
kontextu diky jejich piedeslé detekei napt. CD52, enzym glutathion peroxidaza (GPXS5), mysi
adhezni spermaticka molekula (SPAMI1, sperm adhesion molecule), P25b/P26h, inhibi¢ni
faktor migrace mikrofagi (MIF), methylmalonat-semialdehyd dehydrogenaza (MMSDH) a
nekteré proteiny ze skupiny ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) (Sullivan et al. 2007;
Dacheux et al. 2016).

Obsah epididymosomi je vSak mnohem rozmanitéjsi. Girouard et al. (2011) izolovali 555
proteinii z epididymosomu hlavy nadvarlete a 438 proteint z epididymosoml ocasu nadvarlete
byka. Nixon et al. (2019) identifikovali pfi proteomickém profilovani mysich epidydimosomu
z celého nadvarlete 1640 proteinti. Na zaklad¢ analyzy genetické ontologie se jedna nejen o
povrchové molekuly, ale také enzymy, transportni proteiny, strukturni proteiny a chaperony.
Mezi molekulami transportovanymi epididymosomy jsou mimo jiné také tetraspaniny CD9,
CD63, CD81 a CD151 (Nixon et al. 2019; Barranco et al. 2019)

Pomérné novym objevem v souvislosti s epididymosomy je pfitomnost nekodujicich
RNA, ptfedev§im malych molekul RNA (sRNA), pod které spadaji microRNA (miRNA),
piwiRNA (piRNA), ribozomélni mal¢é RNA (rsRNA) a malé molekuly odvozené od tRNA
(derived small RNA, tsRNA). U téchto molekul se pfedpoklada epigeneticky vliv na ¢asnou
embryogenezi (Reilly et al. 2016; Donkin & Barrés 2018; Trigg et al. 2019; James et al. 2020).

Spermie ztraci ptebyte¢nou cytoplazmu v podobé cytoplazmatické kapky. Paunescu et al.
(2014) se podarilo pomoci heliové iontové mikroskopie zachytit snimek mysi spermie ulozené
v ocasu nadvarlete, jejiz cytoplazmatickou kapku obklopuji struktury odpovidajici velikosti a
tvarem epididymosomtim (viz Obr. 4). Je tedy mozné, ze se epididymosomy podili i na ztraté
cytoplazmatické kapky.

Nemalym dilem piispivaji ke schopnosti fertilizace samce také slozky produkované
ptidatnymi pohlavnimi zldzami. Mezi pfidatné pohlavni zldzy kon¢ patfi méchyikovita zlaza,
bulbouretralni zlaza a ptedstojné zlaza (Schnobrich et al. 2016). Se sekrety téchto zlaz ptichéazi
spermie do styku pfi ejakulaci. Sekret produkovany nadvarletem a témito zlazami je souhrnné
nazyvan semennd plazma. Obsazené slozky poskytuji vyzivu ejakulovanym spermiim, plni
ochrannou funkci v reprodukénim traktu samice, davaji podnét k aktivaci metabolismu,
indukuji motilitu bi¢iku a podileji se na kapacitaci v organismu samice pred oplodnénim.
Semenna plazma ptedstavuje vétSinu objemu ejakulatu (Moura et al. 2006; Visconti 2009;
Nongbua et al. 2020).



Obr. 4: (A) Snimek mysi spermie s hlavickou uloZenou v epitelu nadvarlete. Na bi¢iku spermie
je patrné cytoplazmaticka kapka. (B) Cytoplazmaticka kapka spermie s vysokym pfiblizenim
(200 nm) heliovym iontovym mikroskopem. Na povrchu kapky se nachdzi utvary pfipominajici
membranodzni vezikuly (pfevzato a upraveno dle Paunescu et al. 2014).

3.4 Oplozeni

Béhem prichodu sami¢im reprodukénim traktem podstupuji spermie kapacitaci a
ziskavaji kompetenci k oplozeni. Kapacitované spermie jsou navadény chemotaxi a termotaxi
k ovulovanému oocytu, ktery se v tu chvili nachdzi ve vejcovodu. Na pocatku interakce mezi
haploidnimi gametami musi spermie pfekonat vrstvu kumularnich bunék obklopujicich vajicko.
Poté se spermie vazi na zona pellucida, glykoproteinovy obal oocytu, a probihd akrozomalni
reakce. Enzymy uvolnéné z akrozomového vacku umoziuji spermii penetrovat zonu pellucidu.
V pribehu akrozomalni reakce jsou na membran¢ hlavicky spermie odkryty vazebné proteiny
zprostiedkovavajici adhezi na plazmatickou membranu oocytu. Po navazani membran gamet je
iniciovana fiize. Vazba membran vyvolava influx Ca®>" a dochazi ke kortikalni reakci, ktera
brani priiniku dalSich spermii. Do cytoplazmy oocytu postupné vniké celd spermie. Samci a
samiCi prvojadra fuzuji a davaji vzniknout diploidni zygoté (Alberts et al. 2002; Yu et al. 2006;
Roy et al. 2020a).

3.4.1 Kapacitace

Ejakulované spermie podstupuji béhem priichodu reprodukénim traktem samice fadu
biochemickych a fyziologickych zmén, nezbytnych pro oplodnéni. Tyto zmény jsou souhrnné
nazyvané kapacitace. Spermie, které prekonaji délozni kréek, jsou v prostiedi délohy vystaveny
akceptorim cholesterolu. Jedna se zejména o albumin, nicmén¢ u koni je role albuminu stale
diskutovana (Macias-Garcia et al. 2015).

V dutsledku ptisobeni akceptort je z plazmatické membrany spermii vyvazan cholesterol
a dochazi k tzv. cholesterolovému efluxu. Niz§i podil cholesterolu ma za nasledek vyssi fluiditu
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a permeabilitu membrany. DileZité jsou v tomto ohledu predevsim ionty HCOs™ a Ca**, jejichz
transport spousti fetézec biochemickych reakci. ZvySuje se intracelularni pH a dochazi
k aktivaci rozpustné adenylatcyklazy v cytozolu, kterd produkuje cyklicky adenosin
monofosfat (CAMP). cAMP aktivuje proteinkinazu A (PAK) a ta fosforyluje cilové proteiny v
bunice, pfedevsim jejich tyrozinové zbytky. Méni se aktivita pohybu spermii, které se stavaji
hyperaktivnimi. Dal$i modifikace se opét tykaji slozeni membrany. Neékteré povrchové
molekuly semenné plazmy jsou odstranény a méni se poloha ligandt, které¢ se budou podilet na
interakci s receptory oocytu. Diilezitymi kroky v pfipraveé na akrozomalni reakci jsou zvySujici
se koncentrace Ca®" a hyperpolarizace membrany, ktera v budoucnu umozni exocytézu obsahu
akrozomu (Morgan et al. 2008; Visconti 2009; Abou-haila & Tulsiani 2009; Ritagliati et al.
2018; Tumova et al. 2021).

3.4.2 Interakce gamet a akrozomalni reakce

Ovulovany oocyt, vyckavajici ve vejcovodu na oplodnéni, je obklopen dvéma vrstvami.
Vnéjsi, kumulus, se skladd z kumuldrnich bunék upevnénych v matrix obsahujici kyselinu
hyaluronovou. Vnitini, zvand zona pellucida, se skldda z glykoproteini. Kapacitované
hyperaktivované spermie se asymetricky pohybuji délohou a vejcovodem a aktivné vyhledavaji
oocyt. Cilem té€chto spermii je prinik kumulem a vazba na proteiny zony pellucidy.

Hlavni vazebné glykoproteiny zony jsou oznacovany ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4, z nichz kazdy
je kédovan jinym lokusem. Geneticka exprese jednotlivych proteinti je druhové odlisna.
Vsechny ctyfi glykoproteiny se vyskytuji v zoné Clovéka, primatt, nékterych kockovitych
Selem, koné¢ doméaciho a dalSich. Nékteré druhy savei postradaji bud’ ZP1 (skot, prase, pes
domaci) nebo ZP4 (mys domaci) (Mugnier et al. 2009; Izquierdo-Rico et al. 2021).

Zatim neni zcela jasné, jaké mechanismy jsou zapojeny do pohybu spermie skrze
expandovany kumulus. Podle obecného sav¢iho modelu spermie prostupuji kumulem s
intaktnim akrozomem pravdépodobné diky hyperaktivované motilit€ a k samotné akrozomalni
reakci dochazi az pozdéji pti vazbeé spermie na ZP3 v zoné pellucidé (Florman et al. 2008). Jin
etal. (2011) vSak ve své studii na mySich pozorovali, Ze spermie ptichazi do kontaktu se zonou
pellucidou jiz po probehlé akrozomalni reakci. Domnivaji se tedy, ze jsou to pravé kumularni
bunky, které davaji spermiim prvotni impulz k indukci akrozomalni reakce. Hino et al. (2016)
zaznamenali u t¢hoZ organismu obé zminéné varianty, nicméné uvadi, ze vétSina spermii
prochdzi kumulem ve fazi probéhlé akrozomalni reakce. I za ptedpokladu, Ze by zde kumularni
bunky hraly pouze podpirnou roli, nelze na zédkladé vysledki dosavadniho vyzkumu popfit, ze
se n¢jakym zplisobem podili na oplodnéni. Vzhledem k tomu, Ze vS§echny zminéné experimenty
probihaly na mysSich, nelze vyloucit v procesech spoustécich akrozomalni reakci mezidruhové
rozdily.

Za induktor akrozomalni reakce je obecné povazovana tzv. primarni vazba spermie na
ZP3 glykoprotein v zon¢ pellucidé. Samotna akrozomadlni reakce zahrnuje nékolik na sebe
navazujicich d¢&ji. Dochdzi k exocytéze enzymatického akrozomalniho obsahu do
extracelularniho prostfedi. Vnéjsi akrozomalni membrana fuzuje s plazmatickou membréanou,
ktera ji pokryva, vznikaji vezikuly a jsou odkryty vazebné proteiny na vnitini akrozomalni
membrané. Pravé nékteré z téchto molekul dale zprostfedkovavaji sekundarni vazby na zonu
pellucidu. Dtlezité je v kontextu sakrozomadlni reakci zminit také relokalizaci proteind
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zapojujicich se pozdéji béhem fuze gamet, napt. Izumol, CD46, B1 integrin a tetraspaniny.
Tyto molekuly byly detekovany v riznych ¢astech hlavicky spermie v zavislosti na své povaze
a dob¢ kapacitace. (Florman et al. 2008; Klinovska et al. 2014; Frolikova et al. 2016; Breitbart
& Shabtay 2018; Tumova et al. 2021)

3.4.3 Fulze gamet

Vlivem pulsobeni enzymil obsazenych v akrozomu je spermie schopna penetrovat zonu
pellucidu, prostoupit do perivitelinniho prostoru oocytu a poté adheruje k plazmatické
membrané vajiCka — oolem¢ (Gadella 2013). Gamety se dostavaji do juxtapozice a pfiléhaji
k sob¢ tak, aby dochédzelo ke kontaktu mezi ekvatoridlnim segmentem hlavicky spermie a
oolemou. Vazba obou membran je naprosto zasadni pro prib¢h oplodnéni (Inoue et al. 2015).

V soucasnosti stale probihd aktivni vyzkum vazebnych molekul podilejicich se na fuzi
gamet. Ve vyzkumu nachézi vyuziti mysi knockout model. Geneticky knockout (KO) spociva
v inaktivaci ur¢itého genu za vyuziti nukledaz a metod genového inzenyrstvi (Hall et al. 2009;
Van Campenhout et al. 2019). Studie zaloZené na mySim knockout modelu prokéazaly u vétSiny
kandidatnich proteint jejich postradatelnost v in vivo podminkach. Za proteiny nezbytné pro
fuzi gamet jsou nejCastéji povazovany piedevS§im nckteré proteiny zrodiny ADAM (diive
oznacovany jako fertilin), CD9, Izumo a Juno (Okabe 2013; Trebichalska & Holubcova 2020).

Po navazani plazmatickych membran je spermie obklopena mikroklky. Oocyty jsou husté
pokryty mikroklky po celém svém povrchu (Santella et al. 1992; Curcio et al. 2014), avSak u
nekterych druhti, konkrétné mysi a keCka, mikroklky chybi ve vypouklé oblasti, kde se nachazi
délici vieténko. V tomto misté k fuzi gamet nedochazi (Phillips & Shalgi 1980). Postupné je
pohlcena hlavicka, krcek i1 bic¢ik (Wilson & Snell 1998; Alberts et al. 2002).

Uspé&sny prinik spermie vyvolava periodické zmény koncentrace Ca’" v cytoplazmé
oocytu zvané oscilace vapniku, rapidni depolarizaci oolemy a fadu obrannych mechanismu
proti proniknuti dal§ich spermii. Oscilace vapniku vede k aktivaci oocytu. Je spustén blok proti
polyspermii, oocyt vystupuje z druhého meiotického bloku, probihé selektivni recruitment a
degradace maternalni mRNA, vznikaji prvojadra obou gamet a je iniciovana exprese gent
potiebnych k vyvoji embrya (Trebichalskd & Holubcova 2020). Jedna z teorii tykajici se
spermie. Tato teorie vychazi ze dvou pozorovani: (1) prvni vlna Ca*" se v cytozolu §ifi od mista
vniknuti spermie k opacnému polu, (2) oscilace vapniku byly zaznamenany bez rozdilu po
mikroinjektdzi extrahované¢ho cytosolu spermie. Z mnoha zkoumanych proteinti se jevi
fosfolipaza C zeta (PLCC), specifickd izoforma, jako nejsilnéjsi kandidat. Dle modelovych
situaci by méla ptsobit jako aktivacni faktor spoustéci fadu signalnich kaskad pottebnych pro
aktivaci oocytu, v€etn€ uvolnéni vapniku z endoplazmatického retikula vajicka (Saunders et al.
2002; Sutovsky et al. 2003; Swann et al. 2004; Whitaker 2006). Nozawa et al. (2018) tuto teorii
podpotili ve své novejsi studii opét za vyuziti genetického knockoutu mysi.

3.4.3.1 Vazba spermie na oolemu

Posledni ptekazkou pro spermii k uspéSnému oplodnéni je oolema, plazmaticka
membrana oocytu. Spermie se musi nejprve navazat na oolemu pomoci vazebnych molekul. Po
navazani flizuji membrany gamet a spermie pronikd do cytoplazmy oocytu. Dosud byly
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popsany jen tii pro vazbu opravdu nepostradatelné molekuly — CD9, Juno a Izumo.
Kandidétnich molekul vSak bylo navrzeno a prozkouméano mnoho (viz Obr. 5).

Prvnim kandidatem, u né¢hoz se ocekavalo zprosttedkovani vazby, byl transmembarnovy
protein fertilin nachazejici se na membrané spermii. Fertilin je heterodimer skladajici se
z transmembranovych glykosylovanych o and [ podjednotek, které jsou spojeny
nekovalentnimi vazbami. Predpokladalo se, Ze se N-terminus extraceluldrnich domén obou
podjednotek vaze na a6B1 integriny v plazmatické membrané oocytu (Alberts et al. 2002; He
et al. 2003). Pozdé&ji byly obé jednotky rozliSeny a dostaly vlastni oznadeni — ADAMI (a
fertilin) a ADAM?2 (B fertilin). Oba proteiny patii do proteinové rodiny ADAM (a disintegrin
and metalloproteinase). Pokusy na knockout mysSich postupné vyvratily nezbytnost téchto
proteint pii fuzi gamet (Kim et al. 2006). Urcitou roli vSak pieci jen maji. Ztrata dimeru
ADAMI/ADAM?2, at’ uz castecnd nebo uplnd, vede u spermie k absenci proteinu ADAM3,
ktery je potfebny pro migraci vejcovodem a vazbu na zonu pellucidu (Nishimura et al. 2004;
Okabe 2013). Funkce proteinu ADAM3 byla popsdna na mySim modelu a opét budou i v tomto
piipad¢ existovat druhové specifické rozdily, protoze naptiklad u ¢lovéka je gen pro ADAM3
nekdduje funkeni protein (Grzmil et al. 2001). I pfesto mohou mit integriny a disintegriny pii
adhezi a fuzi alespon podpirnou funkei.

Inoue et al. (2005) jako prvni popsali u spermii membranovy protein Izumo. Mysi
s genotypem Izumo™ produkovaly na pohled normalni spermie se zachovalou schopnosti vazby
a penetrace zony pellucidy. Postradaly ale schopnost fuze s oolemou. Tento konkrétni protein
byl pozdéji pro piesnost oznacen [zumol. Dalsi proteiny spadajici do stejné imunoglobulinové
proteinové rodiny jsou [zumo2-4. [zumo1-3 jsou exprimovany ve varleti jako transmembranové
proteiny, zatimco Izumo4 je rozpustny protein postradajici transmembranovou doménu a
exprimovany i v dalSich tkénich (Ellerman et al. 2009). Béhem akrozomalni reakce je Izumo1
na spermii relokalizovan z akrozomu do oblasti, ktera zprostfedkovava adhezi k oolemé. Dle
tradi¢niho modelu spermie pfiléhé ekvatoridlnim segmentem hlavicky. Na zdklad¢ pozorovani
relokalizace se do tohoto dé&je zapojuji Izumol bud’ z ekvatoridlniho segmentu hlavicky spermie
nebo z jejiho celého povrchu (Inoue et al. 2011).

Dal§im faznim faktorem pochazejicim ze samc¢i gamety je Spaca6. Jedna se o protein
podobny imunoglobuliniim, ktery sdili n¢které vlastnosti s [zumol. Po akrozomalni reakci se
nachazi v ekvatoridlnim segmentu, stejné jako pravé zminény Izumol. Fenotyp Spaca6
knockoutovanych mysi dale také pfipomina fenotyp knockoutovanych mysi Izumo1l — spermie
nejsou schopné adheze k oolemé a ziistavaji v perivitelinnim prostoru. Relokalizaci samotného
Izumo1 vSak absence Spaca6 neovliviiuje. Na zakladé téchto poznatkl byl Spaca6 navrzen jako
kandidat pro interakci s [zumol, vedouci k fuzi gamet (Lorenzetti et al. 2014; Barbaux et al.
2020).

Dlouha Iéta se patralo po vazebném partneru proteinu Izumo. Az v roce 2014 objevili
Bianchi et al. (2014) v plazmatické membrané¢ oocytu receptor Juno, GPI-ukotveny
glykoprotein bohaty na cystein. Zpocatku byl indentifikovany jako folatovy receptor FR4,
v porovnani s ostatnimi folatovymi receptory ale postrdda vazebné misto pro tuto latku.
Vyjimec¢ny je naopak tim, ze se tryptofanové zbytky receptoru na povrchu oolemy dokazou
navazat na protein Izumol na membrané spermie, ¢imz je zajiSténa adheze samci i samici
gamety pied zapocetim fuze (Kato et al. 2016). Interakce mezi Izumol a Juno je vysoce
konzervovana napfi¢ druhy (Bianchi et al. 2014; Chalbi et al. 2014).
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Dalsi molekularni interakce tykajici se komplexu Izumol-Juno popsali Inoue et al.
(2015). Izumol existuje v hlavi¢ce spermie v podobé monomeru pied akrozomalni reakci i po
relokalizaci, ktera je s ni spojena. Monomericky Izumol na membrané spermie rozpoznava
monomericky Juno na oolemé a je iniciovana adheze. Po navazani Izumol na receptor davaji
dva Izumol monomery vzniknout spolenému dimeru a ten ztraci afinitu k Juno. Autofi
predkladaji hypotézu, Ze je adheze gamet nadale zprostfedkovana dimerem Izumol a dosud
neznamym receptorem oocytu, jehoz aktivita by se mohla podilet na fuzi membran.

Spermie

Spaca6/lzumo1

Ligand | US99€"  Spaca6 linker 17 umo1 ADAM

]

integriny

Iﬂl%l*ﬁ‘ﬁ*ﬂ% '

Juno |‘I: I |I

Receptor Spaca6 lzumo cpg CD81 integriny
R 1R2 CD151

Oocyt

Obr. 5: Hypoteticky model komplexu zprostfedkovavajiciho adhezi a fuzi sav¢ich gamet.
Model zahrnuje jiz v textu zminéné molekuly, tetraspaniny a dalSi potencialni adhezni ¢i
fizogenni molekuly a jejich interakce (pievzato a upraveno dle Barbaux et al. 2020).

3.4.3.2 Blok polyspermie

Oocyt ovlada ochranné mechanismy branici oplodnéni vice nez jednou spermii, tzv.
polyspermii. V prubéhu fize plazmatickych membran gamet je rapidné depolarizovana oolema
a dochazi k ndhlému vzriistu koncentrace Ca>" v cytosolu oocytu. Influx vapenatych ionttl je
prvnim impulzem k aktivaci oocytu a zaroven vyvolava kortikalni reakci, béhem niz je
exocytdozou uvoliiovan enzymaticky obsah kortikalnich granul meénicich strukturu zony
pellucidy. Tyto strukturni zmény zahrnuji naptiklad proteolytické $tépeni ZP2 a hydrolyzu
glykosylovych skupin ZP3. Zona tvrdne a je blokovéana vazba dalSich spermii (Alberts et al.
2002; Liu 2011).
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Na tvrdnuti zony pellucidy se kromé kortikalnich granul podili také eflux zinku v dé&ji
zvaném ,,zinc spark® (v pfekladu zinkova jiskra). Zinkové ionty jsou v oocytu akumulovany
fyziologicky za tUcelem udrzeni druhého meiotického bloku. Vzristajici koncentrace
vapenatych iont béhem fuze gamet indukuje nejen kortikalni reakci, ale také exocytozu
zinkovych vezikull do perivitelinniho prostoru. (Duncan et al. 2016). Vlivem piisobeni zinku
houstne zona pellucida, méni se jeji struktura a snizuje se afinita spermii. Pokles
intracelularniho zinku je dal§im faktorem ovliviiujicim aktivaci oocytu a iniciaci dokonceni
meiotického déleni (Que et al. 2017).

Na urovni oolemy k bloku polyspermie pfispiva vysStépeni receptorti Juno z oolemy a
jejich transport do perivitelinniho prostoru jako soucast vezikuld. Ty by zde mohly slouzit také
jako navnada pro dalsi spermie. K odstranéni Juno a efektivni kortikéaIni reakci nedochézi pfti
in vitro oplozeni pomoci ICSI (intracytoplasmic sperm injection) metody, kdy je spermie uméle
vpravena do oocytu (Bianchi et al. 2014).

3.5 Tetraspaninové proteiny

Z dosavadniho vyzkumu je zfejmé, Ze ve flizi membran gamet béhem oplodnéni hraji
klicovou roli membranové proteiny tetraspaniny — jak na strané spermie, tak na strané oocytu.

Tetraspaniny jsou proteiny patfici do transmembranové 4 nadrodiny (TM4SF). Jedna se
o transmembranové proteiny o délce 200-350 aminokyselin a velikosti 20-30 kDa. Tetraspaniny
jsou pritomny v membranach témét vSech eukaryotickych bunék, endozomech a lysozomech.
U savct spada do nadrodiny 33 proteinti, u Drosophila melanogaster bylo detekovano 37
proteind a u Caenorhabditis elegans 20 proteinti (Hemler 2003, 2008, 2014).

Typicky je jejich struktura tvofena Ctyfmi transmembranovymi doménami, dvéma
extracelularnimi smyckami a jednou intracelularni smyckou (viz Obr. 6). Transmembranové
domény 1-4 nesou polarni skupiny neznamé funkce. Mala extracelularni smycka (EC1, SEL)
dlouhd 13-30 aminokyselin spojuje transmembranové domény 1 a 2. Velka extracelularni
smycka (EC2, LEL) se sklada ze 70-130 aminokyselin a spojuje transmembranové domény 3 a
4. D¢li se na konzervovanou oblast, skladajici se z a-helixii A, B a E, a variabilni oblast
spojujici helixy B a E. Variabilni oblast urCuje specificitu interakci s dal§imi molekulami, jako
jsou napt. imunoglobuliny, signdlni enzymy a intergriny. Byva stabilizovana dvéma az ¢tyfmi
disulfidovymi vazbami. Mala intraceluldrni smycka miva délku 4 aminokyseliny. Konce
transmembranovych domén 1 a 4 tvofi N-terminalni a C-termindlni konce na cytozolické strané
membrany. Obecna struktura tetraspanini je zndzornéna na Obr. 6. Béhem posttranslacnich
uprav podléhaji cysteiny v proximalni ¢asti membrany palmitoylaci. Palmitoylace je zasadni
pro organizaci tetraspanini a jejich vazebnych partnert, které spolu lateralné interaguji,
shlukuji se a davaji vzniknout membranovym mikrodoméndm obohacenym o tetraspaniny
(TEM, tetraspanin-enriched microdomain). Spolecné tvoii dynamickou tetraspaninovou sit’.
(Berditchevski et al. 2002; Stipp et al. 2003; Hemler 2005, 2014; Levy & Shoham 2005;
Klinovska et al. 2014).
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Velkd extracelularni smycka
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prostiedi

Palmytoylace
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Intracelularni

N-terminus  prostredi
Intracelularni smycka

Obr. 6: Obecna struktura tetraspaninu (Hemler 2014).

Tetraspaniny  komunikuji ~ prostfednictvim  mikrodomén TEM s  dalSimi
transmembranovymi ¢i intracelularnimi proteiny a reguluji tak fadu bunéénych déju. Podili se
na bunéfné signalizaci, morfologii bun€k, migraci, fuzi a adhezi. Ovliviiuji dynamiku
membran, malignitu, funkci imunitniho systému a oplozeni. Velkou nadé¢ji predevsim
v onkologické 1écb¢ predstavuje zaméfeni na tetraspaniny napiiklad monoklonalnimi
protilatkami nebo aplikace RNA interference (Hemler 2008; Charrin et al. 2009; Ke et al. 2016).

Interakce tetraspanint Ize na zaklad¢ funkce v tetraspaninové siti rozdélit nasledovné: (1)
intramolekularni interakce zachovavajici strukturu tetraspanind, (2) interakce mezi dvéma
tetraspaniny zachovavajici strukturu sit¢, (3) interakce mezi tetraspaninem a funkcnim
partnerskym proteinem, (4) interakce v cytosolu regulujici intracelularni signalizaci (van
Deventer et al. 2017).

Nekteré tetraspaniny nesou puvodni oznaCeni CD (cluster of differentiation) dle
nomenklatury zalozené na vyzkumu monoklonalnich protilatek a jejich schopnosti rozpoznat
podobné¢ antigeny, ktery aktivné probihal v 80. letech 20. stoleti. Konkrétné byly takto popsany
CD9, CD37, CD53, CD63, CD81, CD82 a CDI151. Ostatni CD molekuly se nefadi mezi
tetraspaniny. Postupné ptibyvaly dalsi tetraspaninové proteiny s riiznymi jmény. U ¢lovéka jsou
dnes vSechny sjednoceny pod systematickym nazvem Tspanl-33, nicméné stale jsou pouzivany
také nazvy ptivodni (Chan et al. 1988; Bassani & Cingolani 2012).

V reprodukci jsou to konkrétné tetraspaniny CD9, CD81 a CD151, které jsou spojovany
s organizaci membranovych komplexii uplatiujicich se pii vazbé a fazi gamet. Casto jsou
tetraspaninové proteiny davany také do spojitosti s extraceluldrnimi vezikuly, viz jiz zminéné
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epididymosomy. Lokalizace tertraspaninti v hlavi¢ce spermie se méni v prubéhu akrozomalni
reakce (Sabetian et al. 2014; Barranco et al. 2019; Jankovicova et al. 2020b).

Dalsim CD proteinem zasadné¢ se podilejicim na oplodnéni je CD46, ktery
prostiednictvim vazby na B1 integrin v membrané hlavicky spermie ovliviluje organizaci
cytoskeletarniho aktinu a zachovava integritu akrozomu. B€hem akrozomalni reakce jsou CD46
a B1 integrin relokalizovany do fuzogenni oblasti ekvatoridlniho segmentu. Nejedna se vSak o
tetraspanin, ale o regula¢ni protein komplementu (Inoue et al. 2003; Frolikova et al. 2016).

351 CD1s1

3.5.1.1 Gen CDI151 Equus caballus

Gen CD151 kon€ domaciho se nachazi na chromozomu 12. Koduje protein CD 151 neboli
Tspan24. Podle databaze Ensembl se skldda ze 7 exonil a 6 intrond a je dlouhy 2142 bp.
Transkript je dlouhy 762 bp a koduje protein o délce 253 aminokyselin. Gen ma 265 ortologu.
Data jsou zalozena na automatickém genovém anota¢nim systému Ensembl, verze 103 (Yates
et al. 2020).

Nekteré zivocisné druhy jsou anotovany i manudln€ v rdmci projektu Havana, vedeného
stejnojmennym tymem pro databazi Ensembl. To se tyké ¢lovéka, mysi, dania pruhovaného a
krysy. Manudlni anotace je citlivéjsi a piesnéjsi v odhaleni moznych existujicich transkripti.
Vystupy obou typt anotaci jsou nasledné€ propojeny a vysledky zvetejnény v databazi Ensembl.

V porovnani s koném, u kterého byla pii automatické anotaci popsdna jen jedna
transkripéni varianta, bylo napfiklad u lidského genu CDI5] na chromozomu 11 diky
kombinaci obou postupt identifikovano 23 transkripCnich variant, z nichz nékteré nekdduji
zadny protein. Gen o velikosti 6945 bp obsahuje 9 exonti a 8 intrond.

Dals§im zdrojem informaci o genu jsou stranky vyzkumného centra National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Tento portal sdruzuje nékolik databazi — NCBI Reference
Sequence (RefSeq), GenBank, PDB, Ensembl, UniProtKB a SWISS-Prot, propojuje jejich data
a poskytuje je uzivatelim k nahlédnuti a vyzkumnému ucelu. Na ziklad¢ dat z anotace
koniského genomu publikované Hestand et al. (2015) a automatické anotace genomu Equus
caballus NCBI, verze 103 z r. 2018, ktera vyuziva metodu genetické predikce Gnomon, vznikla
na NCBI modelové referencni sekvence konského genomu. Konkrétné se jedna o samici
anglického plnokrevnika. Podle této referencni sekvence je konisky gen CD151 velky 5068 bp,
obsahuje 9 exont a 8 intronii. Nejvétsim rozdilem mezi zdznamy v obou databazich je pocet
transkripénich variant. Zatimco Ensembl uvadi 1 transkripcni variantu, NCBI uvadi 6
predikovanych transkripénich variant X1-6. Bliz§i informace k transkripénim variantdm a
kédujicim proteinlim jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tab. 1: Transkripéni varianty genu CDI5] Equus caballus a koédované proteiny
dle databaze NCBI

Trans}(ripéni Oznaceni mRNA Délka mRNA p(:(z):l;:l?:é Déllfa
varianta sekvence proteinu
sekvence
X1 XM_023654800.1 1853 bp XP_023510568.1 253 aa
X2 XM_005598401.3 1919 bp XP_005598458.1 254 aa
X3 XM 023654801.1 1848 bp XP_023510569.1 255 aa
X4 XM 023654802.1 1808 bp XP_023510570.1 256 aa
XS XM_023654803.1 1915 bp XP _023510571.1 257 aa
X6 XM 005598402.3 1875 bp XP_005598459.1 258 aa

3.5.1.2 Genova exprese CD151

Tetraspaniny se vyskytuji v membrénach téméi vSech eukaryotickych buné¢k, avSak
exprese jednotlivych molekul se 1i§i v zavislosti na typu tkdné a fyziologické ¢i potazmo
patologické funkci. Dosud bylo publikovano velice malé mnozstvi informaci ohledné genové
exprese CD151 v souvislosti s reprodukei. Konkrétné u koné tyto informace nejsou dostupné
vibec. Relativni exprese mRNA a proteinu CD/5] byla komplexné zkoumana v riznych
tkanich ¢lovéka v rdmci projektu The Human Protein Atlas (viz Obr. 7). Mezi tkan¢ pattily také
muzské a Zzenské reprodukéni orgény, u nichz byla namétena nizka az stfedni relativni exprese
mRNA. Vyjimkou byla prostata, kde byla naméfena vysoka exprese. Mezi zkoumanymi
tkdnémi nebyly zadné pohlavni bunky (Uhlén et al. 2015). Dal§im druhem, u né&jZ probéhlo
méieni exprese mRNA v reproduk¢nich orgdnech, je mys. Exprese byla detekovéana ve varleti,
spermatogoniich a spermatidach (Jankovicova et al. 2020a).

Mira exprese CD151 a jeji vliv na fyziologické procesy v organismu se odviji od
primarnich funkci kédovaného proteinu, kterymi jsou adheze a migrace bunék. Podili se tak
pozitivné napiiklad pfi hojeni a reepitelizaci (Cowin et al. 2006). VEtsi pozornost ale byva
v literatuie vénovana patologiim. U zvySené exprese jde pfedevsim o vyvoj nadorl a metastazi
(Matsumoto et al. 2014; Brzozowski et al. 2018; Li et al. 2019). Snizend exprese byla
zaznamenana napiiklad u preeklamptickych pacientek ve tkani placenty, kterd je nasledné
vystavena oxidativnimu stresu a dochazi k inhibici ERK/Nrf2 signalizace (Wang et al. 2021).
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Obr. 7: Relativni exprese CD151 ve tkéanich ¢lovéka, upraveno dle The Human Protein
Atlas (Uhlén et al. 2015)
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3.5.1.3 Funkce a stavba kddovaného proteinu

CD151 interaguje v ramci membranovych mikrodomén TEM s mnoha proteiny, véetné
dalSich tetraspanint, proteaz, signalnich molekul a integriny a3p1, a6p1, a6p4 a a7p1. Kvili
shlukovéani proteind v mikrodoménach je slozité rozpoznat funkci konkrétni molekuly.
Dosavadni vyzkum vénovany roli CD151 byl z velké ¢asti zaméten na signalizaci v epitelidlni
tkani a neoplazii (Sterk et al. 2002; Crew et al. 2004; Nishiuchi et al. 2006).

Determinace realné terciarni struktury proteinu je velmi ndrocna a u mnohych protein
nebyla zatim vibec popsana. K témto ucelim slouzi programy pro modelaci proteinii na
zaklad¢ aminokyselinové sekvence. Tyto programy jsou zalozeny na vyhledavani homologie s
Jiz popsanymi strukturami proteinti, dostupnych z databazi, které jsou nasledn¢ pouzity jako
templaty pro modelaci a predikci vazeb a interakci mezi jednotlivymi aminokyselinami a
proteinovymi podjednotkami v poZzadované aminokyselinové sekvenci. Jedna se o tzv.
homologni modelovani. Nad¢ji na poli proteomiky je vyvoj softwaru, ktery by mél byt schopny
urcit s vysokou presnosti za vyuziti metody deep learning umélé¢ inteligence sbalovani (folding)
proteini. Prostorové usporadani je jednim z faktora, které davaji proteinu jeho funkci, proto je
toto pro modelaci dualezité. Ziskané znalosti by se daly vyuzit nejen v modelovani, ale také
v syntéze novych proteint napt. k terapeutickym ucelim (Gao et al. 2020).

Ptesné struktura molekuly CD151 zatim nebyla u zddného druhu popsdna. Na Obr. 8 je
zobrazen predikovany model vygenerovany volné dostupnym webovym serverem Swiss-
Model, vyuzivajicim homologni modelovani (Waterhouse et al. 2018).

Obr. 8: Predikovany 3D model proteinu CD151 Equus caballus dle aminokyselinové
sekvence sestithové varianty X1, vygenerovany Swiss-Model

3.5.1.4 CDI151 v reprodukci

V porovnani s CD9 a CD81 je toho znamo o funkci CD151 v reprodukci znatelné méng.
Na z4kladé fenotypizace knockoutovanych mysi CD1517 provedené Wright et al. (2004) ztrata
funkéniho genu nevede ke sterilité. Molekula mad vSak i pfesto nepopiratelnou roli diky
klicovym interakcim na povrchu gamet.
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Jeden z mechanism byl odhalen na lidskych oocytech. CD9, CD151 a a6f1 intergrin
jsou rovnomeérné rozprostieny v oolemé. Za zékladé studii protilatek blokujicich bud’ zminény
integrin nebo CD151 bylo zjisténo, Ze blokace a6 podjednotky integrinu zcela inhibuje fuzi
gamet. Mechanické odstranéni zony pellucidy vedlo ke shluku CD151 a a6B1 integrinu, ale
nemélo zadny vliv na lokalizaci CD9. Shluky se ovSem netvoii v ptipad¢, ze je pied
odstranénim zony pellucidy CD9 zablokovan specifickou protilatkou. CD9 by tedy mohl byt
spoustécem tvorby komplexu CD151/integrin a6B1 pii odhaleni oolemy (Wolf et al. 2003;
Ziyyat et al. 2006). Vzhledem ke schopnosti CD151 vytvaret komplexy s n€kolika riznymi
integriny, nemusi tyto interakce probihat jen mezi molekulami oocytu (cis interakce), ale také
s integriny obsaZzenymi na spermii (trans interakce). Cis interakce v tomto kontextu piedstavuji
interakce mezi molekulami jedné gamety. Trans interakce jsou takové, které probihaji mezi
molekulami sam¢i 1 sami¢i gamety (Jankovicova et al. 2020b).

Jankovicova et al. (2020a) jako prvni popsali expresi CD151 v sam¢ich gametach a jeho
distribuci v membran¢ spermii mysi a byka v prabéhu dospivani. Béhem spermatogeneze ve
varleti a dozravani v nadvarleti je CD151 lokalizovan v ekvatoridlnim segmentu spermie. Po
akrozomalni reakci byly tyto CD molekuly detekovany také na vnitini akrozomalni membrang,
ktera obklopuje jadro. Frolikova et al. (2019) ve své studii identifikovali pfesnou lokalizaci
integrinovych podjednotek, nachédzejicich se na membrané mySich spermii, kterymi jsou a3,
a6, B1 a B4. Podjednotky tvofi heterodimery a6p4, a3p1 a a6B1. Integrin a6B4 se nachazi ve
stejné oblasti jako CDI151, jejichz interakce by mohla vézt ke stabilizaci ekvatoridlniho
segmentu (Jankovicova et al. 2020b). Otazkou nyni zlstava, které heterodimery se castni cis
interakci a které trans interakci s oocytem béhem fize gamet.

3.5.2 DalSi tetraspaniny podilejici se na reprodukci

Velmi dilezitymi tetraspaniny pro fuzi gamet jsou CD81 a CD9. Obé molekuly jsou
v oocytech lokalizovany na plazmatické membrané a na membranach vezikulli sekretovanych
do perivitelninniho prostoru. Oba tetraspaniny byly detekovany v hlavi¢ce spermie Clovéka,
mysi, krysy a byka. Piitomnost CD9 byla potvrzena i v kancich spermiich (Jankovicova et al.
2019).

Mysi bez exprimovaného proteinu CD9 jsou zvelké cCasti subfertilni. Spermie se
nedokazi navéazat na oolemu a ziistavaji tak v perivitelinnim prostoru (Miyado et al. 2000; Le
Naour et al. 2000). Béhem oplodnéni interaguje CD9 v oolemé s receptorem Juno a fadou
integrini B, vcetné¢ a6PB1. Pfi iniciaci adheze spermie a oocytu prostfednictvim Izumol
areceptoru Juno v oolemé je CD9 akumulovan v mist¢ kontaktu. Vzhledem k povaze
tetraspanintl je mozné, ze CD9 v pribehu fuze ovlivituje fadu faktort spojenych s reorganizaci
membran, jako jsou naptiklad usporadani mikroklk® na oolemé, obnoveni mista adheze a tvorba
vezikuli uvolnénych do perivitelinniho prostoru (Ziyyat et al. 2006; Chalbi et al. 2014;
Jankovicova et al. 2020b).

Dle Ito et al. (2010) se CD9 u mysSich samci nachazi nejprve v cytoplazmé
spermatogennich bun€k. U zralych spermii byl tento tetraspanin detekovan na vnitini
akrozomalni membrané a v pribéhu akrozomalni reakce relokalizovan do ekvatoridlniho
segmentu. Frolikova et al. (2018) odhalili CD9 na vnitini 1 vn&j$i akrozomalni membrang.
Autofi dale navrhuji mozny pribéh cis i trans interakei mezi CD9 a CDS1.
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Samotny CDS81 se zdd byt pro oplozeni dllezity, ne vSak naprosto nezbytny.
Knockoutované mysi samice maji o 40 % snizenou plodnost (Rubinstein et al. 2006). Tento
tetraspanin byl v sami¢ich gametach mysi detekovan na oolemé (Takahashi et al. 2001) a na
vnitini stran¢ ZP (Ohnami et al. 2012). U Zenskych intaktnich oocytli je rovnomérné rozprostien
po celé oolemé a po odstranéni ZP se molekuly shlukuji (Ziyyat et al. 2006). Na oocytech krav
byl CD81 detekovan na oolemé a po oplozeni v perivitelinnim prostoru zygoty (Jankovicova et
al. 2016). Na oolem¢, vnitini stran¢ ZP a vezikulech v perivitelinnim prostort po oplozeni byl
detekovan u prasnic (Jankovicova et al. 2019). Blokace CDS81 protilaitkou snizuje
oplozenischopnost pouze oocytd prostych ZP (Takahashi et al. 2001), intaktnich oocyti nikoliv
(Ohnami et al. 2012). V souvislosti s CD9 je ¢asto zmifiovana kolokalizace a moznost ptipadné
interakce ¢i tvorby komplexti.

V samcich gametach byl CD81 lokalizovan u mysi, skotu a ¢lovéka. Na epididymalnich
mySich spermiich se nachdzi CD81 v plazmatické membran¢ apikalniho akrozomu, béhem
akrozomalni reakce se $ifi na celou hlavicku. Na byc¢ich spermiich byl tento tetraspanin
detekovan také v apikalni oblasti akrozomu a Caste¢né v ekvatoridlni oblasti. Po akrozomalni
oblasti zcela mizi z hlavicky spermie (Jankovicova et al. 2016). Na muzskych ejakulovanych
spermiich se CD81 také nachéazi v apikalni ¢asti akrozomu a post-akrozomalni oblasti. Do
okamziku, nez prob&éhne akrozomalni reakce, je kolokalizovan s CD9, poté ale mizi z apikalni
¢asti hlavicky. Tato kolokalizace je pfedpokladana na zaklad¢ lidského modelu i u dal§ich druht
s vyjimkou mysSich spermii, jejichz hlavicka ma odliSnou, zcela specifickou, morfologii
(Frolikova et al. 2018). Dilezit¢ je zde zminit také schopnost lidského CD81 navazat
cholesterol (Zimmerman et al. 2016). Pfitomnost ¢i nepfitomnost cholesterolu méni
kompaktnost transmembranové oblasti molekuly a jeji konformaci (Frolikova et al. 2018).
Lokalizace jednotlivych tetraspanini je znazornéna na Obr. 9.
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Obr. 9: Relokalizace tetraspaninli v pribéhu akrozomalni reakce v hlavicce spermie
mysi, byka a muze. U spermii s intaktnim akrozomem byly popsany oblasti vyskytu CD9,
CDS81 i CDI151, a to plazmatickda membrana (PM), vnéjsi akrozomélni membrana (OAM),
vnitini akrozomalni membrana (IAM) a ekvatorialni segment (ER). Béhem akrozomalni reakce
jsou tetraspaniny relokalizovany nebo se zhlavicky spermie uplné ztrdci. Rozmisténi
jednotlivych molekul je druhové specifické (Jankovicova et al. 2020b).
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3.6 Metody stanoveni exprese genl

Studium genové exprese je naprosto zasadni pro pochopeni biologickych dé&j,
odehravajicich se v bunce, tkanich a celém organismu. Expresi ovliviiuje mnoho regulac¢nich
mechanismu — transkripéni faktory, methylace (Roundtree et al. 2017), struktura chromatinu,
nekddujici RNA a dalsi (Wang et al. 2011; Deniz & Erman 2017).

Miru genové exprese 1ze stanovit pfimo na Grovni transkribované mRNA nebo na urovni
syntetizovaného proteinu. Mezi nejzndméj$i metody stanoveni exprese RNA patii Northern
blot, kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR) a vyuziti hybridizacnich ¢cDNA ¢ipti (Moody
2001). K detekci pozadované RNA ve fixovanych tkanich slouzi in situ hybridizace preparatu
se sondou, ktera je znaCena fluorescentn¢ (FISH) nebo enzymaticky. Fluorescence je
zaznamenavana fluorescenénim mikroskopem. Enzym, alkalicka fosfatdza nebo kienova
peroxidaza, vyvolava chromogenni reakci (Wang et al. 2012). Genovou expresi lze zkoumat
také pomoci sekvenovani RNA (RNAseq), klasicky za vyuziti reverzni transkripce a technik
sekvenovani nové generace (NGS). Jedna se o metodu kvalitativni i kvantitativni, umoziujici
identifikaci 1 kvantifikaci jednotlivych transkripénich variant ¢i sekvenovani celého
transkriptomu (Ozsolak & Milos 2011; Stengel et al. 2020). Zlatym standardem je uz fadu let
kvantitativni real-time PCR, kombinujici reverzni transkripci molekul mRNA a polymerdzovou
feté¢zovou reakci (Moody 2001; Adamski et al. 2014).

Béznou metodou pro studium proteinové exprese je Western blot, slouziti k detekci a
pripadné i1 kvantifikaci. Proteiny obsazené v bunéném lyzatu jsou separovany elektroforézou,
preneseny na membranu a poté oznaceny piisluSnou protilatkou (Diller et al. 2021). Dalsi
metodou je napiiklad vyuziti reportérového fuzniho fluorescen¢niho proteinu (GFP, RFP,
mCherry, tdTomato). Gen pro fluorescencni protein je vlozen do promotoru studovaného genu,
tudiz jsou oba geny exprimovany soucasn¢. Tento zplisob znaceni nachazi uplatnéni v in vitro
1 in vivo podminkach na urovni buiiky, tkdn€ i celého organismu. MnozZstvi fluorescence je
kvantifikovano pritokovou cytometrii. Vizualizovat Ize i né€kolik exprimovanych proteind
v jedné bunce najednou (Soboleski et al. 2005; Shaner et al. 2005; Shcherbo et al. 2007; Han et
al. 2019).

3.6.1 Izolace RNA z tkani a bunék saveu

Prvnim krokem pfi stanoveni genové exprese v tkanich ¢i bunéénych kulturach je izolace
a purifikace mRNA. V intaktni Zivé burice je pfitomno mnoho rtiznych druhti RNA, transkripty
strukturnich genti kodujicich proteiny predstavuji pouze molekuly mRNA. U ribonukleovych
kyselin je velmi dualezita kvalita materialu, proto je tteba jej dikladné purifikovat od ostatnich
bunécnych slozek, predev§im proteinti a DNA, a od enzymatickych inhibitort, ptipadné fenolu
¢1 alkoholu, které by mohly ovlivnit vysledky dalSich analyz. Nejcastéjsi metody izolace RNA
jsou: (1) fenol-chloroformova, (2) chromatograficka, (3) silikatova (Bustin & Nolan 2004;
Tavares et al. 2011).

3.6.1.1 Fenol-chloromormova metoda
Fenol-chloroformové extrakce je klasicka, finanéné¢ méné naro¢na, metoda izolace RNA.

Jeji vyhodou je vysokd vytéznost, jeji nevyhodou je vysoka pravdépodobnost kontaminace
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proteiny a dalSimi bunéénymi slozkami, fenolem, chloroforem nebo solemi. Nejprve je k
bunéénému lyzatu pfidan pufr ekvilibrovany fenolem a poté chloroform. Po promichani a
centrifugaci se obsah zkumavky rozd¢li na dvé faze rozdélené interfazi, v niz jsou obsazeny
kontaminanty, pfedevSim proteiny. RNA je vzdy obsaZzena v leh¢i vodné fazi. Nasleduje
precipitace izopropanolem, do kterého se pienese vodna faze. Po promichani a centrifugaci Ize
na dn€ zkumavKky jiz pozorovat pelet izolované RNA. Dalsim krokem je promyvani ethanolem.
Po odstranéni supernatantu se necha ethanol vypafit a pelet se rozpusti ve vod¢ bez RNaz
(Tavares et al. 2011; Toni et al. 2018)

3.6.1.2 Chromatograficka metoda

Tato metoda je zalozena na imobilizaci nukleovych kyselin na vazebné membrané
chromatografickych kolonek. Lyzat je nanesen do centrifuga¢ni mikrozkumavky s vazebnou
kolonkou a diky centrifugaci dochazi k filtraci veskerého nezadouciho obsahu. Pro ucely
purifikace se vyrabi kolonky vyuzivajici gelovou chromatografii a afinitni chromatografii.
Princip afinitni chromatografie, kterd byva pouzivana nejcastéji, spo¢iva v interakci mezi
makromolekulami vzorku a membranou kolonky. Afinita RNA k membran¢ mtze byt zalozena
na interakcich elektrické povahy nebo interakcich 3’poly(A) konce, ktery je typicky pro mRNA,
s komplementarnimi oligo-dT sekvencemi upevnénych na zrnkach membrany. Tento princip
vyuziva i purifikace pomoci magnetickych ¢astic. V poslednim kroku jsou nukleové kyseliny
eluovany z vazebné membrany do mikrozkumavky. Vyhodou afinitni selekce je velky podil
mRNA v kone¢ném vzorku. Vysoce abundantni ribonukleovou kyselinou v buiice je rRNA,
jejiz piitomnost a kontaminace je nezadouci (Smarda et al. 2005; Farrell 2010; Clark et al.
2019).

3.6.1.3 Silikatova metoda

Dalsi technologii vyuzivajici vazebné kolonky a centrifugaci jsou kolonky se silikatovym
filtrem. Nukleové kyseliny se za ptfitomnosti chaotropnich soli vazi na silikdtovou membranu,
zatimco ostatni slozky lyzatu prostupuji membranou do mikrozkumavky. Po nékolika cyklech
promyvani membrany je purifikovany material eluovany roztokem s velmi nizkym podilem soli
(Farrell 2010).

Silikatové kolonky ani chromatografie nepiedstavuji v porovnani s fenolovou metodou
zadna zdravotni rizika. Jejich pouziti je snadné, efektivni a vysledkem je vytézek intaktnich
molekul RNA s nizkou Grovni proteinové kontaminace. Rizikem je kontaminace DNA, proto
je vzdy tteba membranu kolonky oSettit enzymem DNézou (Tavares et al. 2011).

3.6.1.4 Kvantifikace celkové RNA

Pro ucely dalsi analyzy je tfeba zméfit koncentraci a Cistotu ziskané RNA. To se provadi
nanesenim malého mnozstvi preparatu na ¢idlo spektrofotometru, ktery méti absorbanci UV
svétla latkami obsazenymi v naneseném vzorku. Méfi se jak absorbance samostatné RNA, na
zaklad¢ ¢ehoZz se nasledné¢ udava koncentrace, tak mira kontaminace proteiny a dalSimi
nukleovymi kyselinami. Dusikaté baze nukleovych kyselin vykazuji absorpéni maximum pfti
260 nm. Pro stanoveni koncentrace nukleovych kyselin se tedy vyuziva vinové délky 260 nm.
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I ptes vSechny kroky provedené béhem izolace RNA mize byt vzorek kontaminovan uréitym
mnozstvim proteini, které maji absorbanci pti 280 nm. Podil nukleovych kyselin ve vzorku je
uréen pomérem absorbanci A260/A280. Na zaklad¢ vysledné hodnoty se urcuje Cistota vzorku.
Vliv ma také roztok, ve kterém je RNA uchovavana. Pti slab¢ zésaditém pH 7,5 — 8,5 je méteni
presnéjsi. Hodnota Cist¢é RNA by se méla pohybovat okolo Cisla 2,0 (Wilfinger et al. 1997;
Clark et al. 2019).

3.6.2 Reverzni transkripce mRNA

V ramci piiprav na qRT-PCR je tfeba mRNA ziskanou z bun€k ¢i tkani pfepsat do
komplementarni DNA (cDNA). Ktomu slouzi enzym reverzni transkriptaiza (RNA-
dependentni DNA polymerdza) ptivodné ziskany z retroviri. Vzhledem k tomu, ze syntéza
cDNA probiha dle templatové mRNA, obsahuje vysledna sekvence jen exony, nikoliv introny.

Zékladem syntézy nového cDNA vlakna reverzni transkriptazou jsou primery, kratké
oligonukleotidové fragmenty DNA. Primery nasedaji na templatové vldkno mRNA a enzym
syntetizuje nové vldkno DNA komplementdrni k mRNA sekvenci za vyuziti volnych
deoxyribonukleotidii (ANTP). Vyslednd hybridni dvouvldknova molekula DNA-RNA je poté
osetfena dvéma moznymi zpusoby. Bud’ je denaturovana teplotou, ¢imz se od sebe odd¢li obé
vlakna, do reakce jsou pfidany specifické primery a nésleduje polymerazova fetézova reakce
(PCR), béhem niz je dosyntetizovano druhé vldkno cDNA (Clark et al. 2019), nebo zde ptichazi
na fadu aktivita RNazy H. RNaza H vytvaii ve vlaknu mRNA nicky a misto souvislého vlakna
jsou na cDNA piipojeny jen kratké iseky mRNA. Tyto tseky poté slouzi jako primery pro
syntézu druhého komplementarniho vldkna cDNA (Farrell 2010).

Pro reakci je zasadni volba primerti a jejich pfipadna kombinace. Lze pouzit bud’
specifické primery, oligo(dT) primery nebo random primery. Specifické primery amplifikuji
jen pozadovanou genovou sekvenci. Oligo(dT) primery se vazi vyhradné na poly(A) 3 konec
mRNA molekul, coz umoziluje piepis do cDNA vSech mRNA bez ohledu na konkrétni gen.
Random primery, slozené¢ z ndhodnych hexanukleotidd, nasedaji na molekuly mRNA zcela
nahodné v zévislosti na komplementarité s templatovym vlaknem. Vysledkem jsou fragmenty
cDNA pochazejici z veSker¢ mRNA ve vzorku. Nejvyssi celkové vytéznosti 1ze dosdhnout
pouzitim kombinace oligo(dT) primerti a random primerti ve stejné reakci (Farrell 2010; Clark
et al. 2019).

3.6.3 Kvantitativni Real-Time PCR

Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR) je polymerazova tetézova reakce obohacena o
moznost zaznamenavat amplifikaci konkrétnich usekiit cDNA v kazdém cyklu v redlném case.
Kvantifikace je zalozena na méfeni mnozstvi svétla emitovaného bud’ fluorescenéné znacenou
sondou (napt. TagMan) nebo zabudovanym interkalacnim fluorescenc¢nim barvivem (napf.
SYBR Green I), které se ptidavaji do reakéni smési (Navarro et al. 2015).

Real-Time PCR lze rozdélit do tfi fazi. Na pocatku reakce mnozstvi PCR produktt
exponencialng stoupd, jedna se o tzv. exponencidlni fazi. S pribyvajicimi cykly klesa vykonnost
enzymu, jsou vycerpavany zasoby nukleotidl a klesa koncentrace primeri za stalé zvySujiciho
se mnozstvi amplikont a fluorescence. Tato faze se nazyva linearni. Nakonec vstupuje reakce
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do faze plato, béhem které se jiz nesyntetizuje Zadny novy produkt, nebo jen minimalni
mnozstvi, a fluorescence tak zistava konstantni (viz Obr. 10) (Farrell 2010).

ve kterém emitovana fluorescence barviva zabudovaného v nové nasyntetizovanych
amplikonech ptekracuje vychozi hranici detekce fluorescence, tzv. backround, nastavenou
uzivatelem nebo softwarem termocykleru. Hranice je nastavena tak, aby nebyl zaznamenavan
Sum na pozadi, ale az vys$i mira fluorescence emitovana rostoucim mnozstvim amplikonti
v exponencialni fazi amplifika¢ni kiivky. Cim vice templatu je piitomno na po&atku reakce, tim
diive zacne stoupat fluorescence v daném vzorku. Miru genové exprese lze vyhodnotit na
zaklad¢ absolutni kvantifikace nebo relativni kvantifikace (Pfaffl 2004; Schefe et al. 2006;
Pabinger et al. 2014). Oba postupy jsou blize popsany v podkapitole 3.6.3.3 Analyzy pro ucely
kvantifikace.

Plato faze

Linearni faze -

ARn (fluorescence)

Exponencialni faze

\ Hranice detekce fluorescence

Pocet PCR cyklt
Obr. 10: Amplifikacni kiivka qRT-PCR (pievzato a upraveno dle Nassiri et al. 2017).

Pribeh celé reakce a vSech jejich cyklii zaznamendavaji specialni real-time termocyklery,
které umi cyklicky ménit teplotu podle nastavené¢ho programu a jsou vybaveny excitacnim
zdrojem svéla (laserem, lampou ¢i LED), fluorimetrem pro meéfeni a zaznamendvani
fluorescence a softwarem, ktery zpracovava ziskana data. Vystupem softwaru je amplifikacni
kiivka (Navarro et al. 2015; Koppel et al. 2020). Vyrobcem prvniho termocykleru tohoto typu
byla firma Applied Biosystems v roce 1996. V souc€asnosti jsou na trhu dostupné rtizné modely
pristroje od mnoha firem (Applied Biosystems, Roche, Stratagene, Cepheid, Corbett,
Eppendorf a BioRad). Termocyklery se mohou odliSovat riznymi prvky, jako napt. technickym
vybavenim pfistroje, formatem (96 jamkova desticka, jednotlivé 0,2 ml zkumavky, PCR strip s
8 zkumavkami), maximalnim moznym mnozstvim cykli, pozadovanym objemem reak¢ni
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smési, podporou multiplexové analyzy, zptisobem fluorescencniho znaceni nebo dodanym
softwarem (Navarro et al. 2015).

3.6.3.1 Fluorescenéni znaéeni

Amplikony mohou byt znacené sondami nebo interkalaénim barvivem. Sondy se skladaji
z oligonukleotidii a jsou znac¢ené vzdy dvéma molekulami, kterymi jsou reportér nebo donor a
zhéase€ nebo akceptor. Donorovy fluorofor pichdzi vlivem piisobeni svétla do excitovaného
stavu. Tato energie je u sondy v intaktnim stavu pfenesena na akceptorovou molekulu a je bud’
preménéna nefluorecenénim zhasecem na teplo nebo je emitovana v podobé fluorescence,
pokud je akceptorem dalsi fluorofor (Didenko 2001; Juskowiak 2011).

Jednim z prvnich typt sond byly sondy hydrolyzacni, jejichz funkce je zalozena na 5°
nukledzové aktivité enzymu Taq polymerazy. Do této kategorie patii naptiklad TagMan sondy
znaCené reportérem a zhaSeCem. Sondy v pribéhu kazdého PCR cyklu komplementarné
nasedaji na denaturované vldkno DNA. Dokud je sonda intaktni, pohlcuje fluorescenéni
emitované svétlo zhdse€. Ve fazi elongace cyklu polymerazové fetézové reakce je vystiizen
nukledzovou 5°-3¢ aktivitou DNA polymerdazy nejprve reportér a poté zbytek sondy se
zhaSeCem. Ve chvili vystfiZzeni reportéru polymerazou dochéazi k emisi fluorescence reportérem
a termocykler zaznamenava emitované svétlo. S kazdym cyklem PCR tak lze sledovat a méfit,
kolik svétla emituji noveé nasyntetizované fragmenty DNA (Heid et al. 1996).

Druhym, hojné vyuZivanym, zpisobem fluorescencniho znaceni je interkala¢ni barvivo,
napt. SYBR Green I, SYBR Gold, SYTO, BOXTO nebo EvaGreen (Navarro et al. 2015).
Barvivo je inaktivni v roztoku, avSak emituje svétlo ve chvili, kdy je interkalacné zabudovano
mezi dvéma vldkny DNA. Ktomu dochdzi ve faze elongace, kdy DNA polymerdza
dosyntetizovava druhé vlakno DNA. Pfi nasledném zvyseni teploty a denaturaci jsou vodikové
mustky mezi vlakny DNA rozruseny a interkala¢ni barvivo je uvolnéno do reakéni smési.
Béhem elongace se barvivo opét zabudovava mezi baze komplementarnich vlaken DNA,
emituje svétlo a real-time termocykler na zaklad¢ stoupajiciho poctu amplikonli zaznamenava
zvysujici se miru fluorescence (Clark et al. 2019).

Nejbéznéji pouzivanym barvivem je SYBR Green I, ktery absorbuje modré svétlo a
emituje zelené. Aby byla zajiSténa co nejvyssi specifita detekce aplikond, je u barviva zddouci
vysokd afinita k dvouvlaknové DNA a nizkd k jednovlaknové DNA a kratkym fragmentim.
Pro ovéteni specificnosti amplifikace je tfeba provést analyzu teploty tani (Mao et al. 2007;
Navarro et al. 2015)

3.6.3.2 Referen¢ni gen jako interni kontrola

Pro uspésné vyhodnoceni genové exprese je tfeba metodu normalizovat. K tomu slouzi
referencni (houkeepingovy) gen jako interni kontrola. Kvantifikace poté vychazi z porovnavani
exprese housekeepingového genu a exprese studovaného genu (Bustin et al. 2009).

Housekeepingové geny jsou stabiln€ exprimované geny, jejichz ¢innost zajistuje zakladni
bunécné procesy (Hounkpe et al. 2021). Jejich exprese by méla byt konstantni ve vSech buiikach
vSech tkani, bez ohledu na vnéjs$i podminky a experimentalni postupy (Dheda et al. 2004).
Z tohoto diivodu je vybér housekeepingového genu zasadni pro moznost porovnani miry
exprese mezi jednotlivymi vzorky a opakovatelnost experimentu (Roy et al. 2020b). Pro
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porovnani expresi referenniho i studovaného genu musi byt oba geny vystaveny stejnym
podminkdm. Templaty pro amplifikaci obou geni jsou pfitomny v jednom vzorku ve stejné
reakci (Radonic et al. 2004).

Vybér referencniho genu pro tcely qRT-PCR je vzdy tieba fadné zvazit s ohledem na typ
bunék ¢i tkané a na zakladé vyberu genu optimalizovat metodu. Piestoze se predpoklada, ze je
exprese housekeepingovych gent konstatni ve vSech builkach za jakychkoliv podminek,
vyzkumy dokdzaly, ze tomu tak nemusi vzdy byt. Pro kontrolu lze aplifikovat i vicero
referencnich gend v ramci jedné analyzy (Dheda et al. 2004; Zhang et al. 2015; Panina et al.
2018). Mezi nejzndméjsi referencni geny patii napiiklad B-aktin (4CTB), glyceraldehyd-3-
fostatdehydrogenaza (GAPDH), ribozomalni protein L.13a (RPL13a), ribozomalni protein S18
(RPS18), albumin nebo tubuliny (Pfaffl 2001; Roy et al. 2020b).

3.6.3.3 Analyzy pro ucely kvantifikace

Prvnim dtlezitym parametrem pii praci s daty pro Gcely kvantifikace je Cq udavajici
hodnotu cyklu, ve kterém fluorescence amplifikace piekrocila vychozi hranici detekce. Cq je
stanovena pro referencni i studovany gen. Druhym parametrem je eficience PCR (E). Za
idealnich podminek by se v pritbéhu jednoho cyklu PCR mél zdvojnasobit pocet amplikond.
V takovém ptipadé by platilo, Ze E=1=100 %. Ve skute¢nosti se hodnota eficience vlivem
ptisobeni PCR inhibitorti (fenol, ethanol, hemoglobin, heparin a dalsi) pohybuje mezi 0,65 a
0,9. Eficienci je vzdy tieba zohlednit ke spravnému vyhodnoceni exprese. Puvodni
matematické modely pro vypocet absolutni a relativni exprese nebraly v potaz variabilni E.
Platil zde vzdy ptedpoklad, ze E=1 nebo je stanovena primérnd E, coz muze vést
k nadhodnoceni ¢i podhodnoceni miry genové exprese (Schefe et al. 2006). Eficience je méfena
v kazdém cyklu PCR a se stoupajicim poctem cykll klesa (Peirson et al. 2003). E nabyva
hodnot 0 az 1 (0 — 100 %) nebo 1 az 2 (Nassiri et al. 2017). Eficienci PCR lze stanovit bud’
podle standardni kiivky a fedici fady nebo podle sklonu amplifika¢ni kiivky v exponencialni
fazi (Tuomi et al. 2010).

3.6.3.3.1 Analyza teploty tani

Analyza teploty tani (Twm) je dulezitym krokem pti optimalizaci metody. Umoznuje
rozeznat zaddouci produkty amplifikace od primer-dimerti a jinych artefaktd, a tim ov¢fit
specificnost amplifikace. Teplota tani (Twm) je definovana jako teplota, piiniz je z 50 % naruSena
struktura dvouvldknové DNA. Tn, DNA molekuly se odviji od jeji velikosti a poméru
nukleotidii. Amplikony bohaté na CG pary maji vyssi teplotu tani nez amplikony s vy$Sim
podilem AT. Real-Time termocykler prubézné¢ zaznamenava fluorescenci kazdého vzorku,
zatimco se vzorky postupné zahtivaji z vychozi nastavené teploty na teplotu vyssi nez Tm
amplikoni (50 °C az 95 °C). Ve fazi denaturace fluorescencni barvivo disociuje z
dvouvlaknové DNA a dochazi k rychlému poklesu fluorescence. Vysledkem je kiivka tani (tzv.
melting curve) pouze s jednim vrcholem (tzv. peak), ktery dokazuje specifickou amplifikaci
jednoho konkrétniho produktu. Nespecifické produkty a primer-dimery denaturuji pfi nizSich
teplotach nez specifické produkty (Ririe et al. 1997; Nolan et al. 2006; Navarro et al. 2015).
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3.6.3.3.2 Kvantifikace genové exprese

Miru genové exprese lze vyhodnotit na zaklad¢ absolutni kvantifikace nebo relativni
kvantifikace. Absolutni kvantifikace slouzi ke stanoveni skute¢ného mnozstvi kopii templatu
v porovnani s DNA standardy za vyuziti kalibra¢ni (standardni) kiivky. Ta je tvofena na
zaklad¢ tedici fady. Absolutni kvantifikace by méla byt provadéna v ptipadé€, ze je nutné
spocitat presny pocet kopii transkriptu (Livak & Schmittgen 2001; Pabinger et al. 2014).

Relativni kvantifikace porovnava expresi studovaného genu a expresi referencniho genu.
Tento postup nevyzaduje kalibrac¢ni kiivku a vysledné hodnoty jsou porovnatelné napiic
experimenty. Vyhodnoceni relativni kvantifikace je zalozené na hodnot¢ eficience amplifikace,
vypoctu exprese studovaného genu a referencniho genu na zdkladé¢ matematického modelu a
porovnani Cq hodnot mezi dvéma skupinami vzorki, vétSinou se jedna o oSetfenou skupinu a
kontrolni skupinu (Nassiri et al. 2017).

Pro vypocet poméru relativni genové exprese bylo vyvinuto nckolik matematickych
modeld, z nichz dva jsou nejpouzivanéjsi. Prvnim je model zohlednujici eficienci a druhym je
model Delta-delta Cq (AACq) (Schmittgen & Livak 2008).

Matematicky model zohlednujici eficienci podle Pfaffl (2001):

A trol — 1
(Etarget) tharget (control — sample)

(Ere f) Aque ¢ (control — sample)

ratio =

Acqtarget = chontrol — Cqsample
Acqref = chontrol - Cqsample

Vzorec vyjadiuje podil (ratio) genové exprese studovaného neboli cilového (target) genu
ve vzorku (sample) oproti kontrole (control) v porovnani s referencnim (ref) genem. Pro
vypocet rovnice je nutné znat vSechny potfebné hodnoty eficience (E) a Cq naméfené Real-
Time termocyklerem. Erarget pfedstavuje eficienci studovaného genu a Erer eficienci referenéniho
genu. ACqarget Je hodnota ziskand odectenim Cq hodnoty studovaného genu od Cq hodnoty
kontrolniho vzorku. ACqrer je hodnota ziskana odectenim Cq hodnoty referen¢niho genu od Cq
hodnoty kontrolniho vzorku.

Druhym modelem je Delta-delta Cq (AACq) metoda. U této metody se predpoklada, ze
jsou eficience amplifikace studovaného i referen¢niho genu témét stejné. Plati tedy, Ze
Etarget = Erer= 2. Vysledna rovnice potom zni nasledovné (Nassiri et al. 2017):

ratio = 2 ~[ACq ref- ACq target]
ratio = 2 ~AACP

Pro ucely porovnani exprese studovan¢ho a referenéniho genu ve dvou vzorcich mize
byt vzorec upraven takto (Schmittgen & Livak 2008):

2 ~AACP = [(tharget - quef) sample A— (tharget - quef) sample B]

30



4 Metodika
4.1 Biologicky material

Ve spolupraci s Katedrou veterinarnich disciplin FAPPZ CZU v Praze byl ziskan material
pro ucely této diplomové prace. Tkané byly odebrany veterinafem pii kastraci peti hiebcet.
Jednalo se o varle (T — testes), hlavu nadvarlete (C1 — caput), télo nadvarlete (C2 — corpus) a
ocas nadvarlete (C3 — cauda), které byly odebrany ve dvou biologickych replikatech (A, B) o
velikosti 2x2 cm (viz Tab. 2). Ihned po odebrani byl materidl uchovavan na suchém ledu a
pfevezen z mista kastrace do prostor CZU. Nasledné byly vzorky uloZeny v hlubokomrazicim
boxu pii teploté -80 °C.

Tab. 2: Oznaceni tkani hiebc¢iho varlete a nadvarlete v replikdtech A a B

Hlava (caput) Ocas (cauda)
Replikat A B A B A B A B

Hi'ebec1 | Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b
Hiebec2 | Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b
Hiebec3 | Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b
Hiebec4 | Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b
Hi'ebec5 | Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b

Télo (corpus)

4.2 Izolace RNA

Z divodu prevence degradace RNA byly vsechny pouzité zkumavky RNase Free a
vSechny povrchy laboratote, skalpely, pinzety, pipety a rukavice byly oSetfeny inhibitorem
RN4z RNase ZAP™ (Sigma). Biologicky replikat A izolovala Bilkova (2020), replikat B jsem
izolovala ja.

Z kazdé tkané byl odebran vzorek o hmotnosti 25-40 mg. Vzorky byly nasledné
pieneseny do homogenizacnich zkumavek Precellys (Bertin Instruments) o objemu 1,5 ml a
vlozeny do tekutého dusiku, aby se zabranilo degradaci RNA.

K izolaci RNA byl pouzit kit GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep (Sigma)
vyuzivajici metodu vazebnych kolonek. Postup izolace byl nasledujici:

1. Termoblok Bio TDB-120 (Biosan) byl nastaven na 55 °C.

2. Vzorky 25-40 mg v 1,5 ml zkumavkéch byly vyjmuty z tekutého dusiku.

3. Do zkumavek bylo pfidano 300 ul lyza¢niho roztoku Lysis Solution/2-ME a poté
byly vzorky homogenizovany v homogenizatoru Minilys (Bertin Instruments) po
dobu 180 s.
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4. Bylo ptidano 590 pl H,O (RNase-free) a 5 pl proteinazy K.

Vzorek byl promichan a inkubovan v termobloku pfi teploté 55 °C po 10 minut.

6. Do 2 ml zkumavek s filtra¢ni kolonkou bylo pieneseno 700 ul homogenizovaného
vzorku a nésledovala centrifugace pfi rychlosti 12 000 otacek za minutu (RPM)
po dobu 2 minut

7. Se zbylym lyzatem byl zopakovan krok 6. Poté byly filtraty spojeny.

8. K filtratim bylo piidano 450 pl ethanolu a zkumavky byly dikladné prochany

N

pomoci vibraéni tfepacky (vortexu).

9. Na vazebnou kolonku v nové 2 ml zkumavce bylo napipetovano 700 pl lyzatu
(s pfidanym ethanolem). Nasledovala centrifugace pii rychlosti 12 000 otacek za
minutu (RPM) po dobu 15 s. Filtrat byl vylit.

10. Zbyly lyzat (s ptidanym ethanolem) byl pfenesen na stejnou vazebnou kolonku a
byl zopakovan krok 9.

11. Na vazebnou kolonku bylo aplikovano 250 pul Wash Solution I (promyvaci pufr),
probéhla centrifugace pii rychlosti 12 000 otacek za minutu (RPM) po dobu 15
s a filtrat byl opét vylit.

12. Pro odstranéni DNA byla kolonka oSetfena 80 pl roztoku: 10 pul DNéza a
70 ul DNaza pufru. Enzym se nechal plisobit 15 minut pfi laboratorni teploté.

13. Kolonka byla opét promyta dle instrukci v kroku 11 a nakonec byla pfenesena do
nové zkumavky.

14. Na kolonku bylo pfeneseno 500 ul Wash Solution II a nasledovala centrifugace
pii rychlosti 12 000 otacek za minutu (RPM) po dobu 15 s. Filtrat byl vylit.

15. Byl zopakovan krok 14. Centrifugace probihala 2 minut do sucha.

16. Kolonka byla pfendana do nové 2 ml zkumavky.

17. Pro findlni eluci RNA bylo na kolonku aplikovano 50 pl Elution Solution (elu¢ni
pufr). Zkumavka byla poté centrifugovana pti 12 000 otackach za minutu (RPM)
po dobu 1 minuty.

18. Vyslednym produktem byla vyizolovand RNA ve zkumavce.

4.3 Koncentrace celkové RNA

Pro dalsi postupy bylo nutné urcit koncentraci a Cistotu celkové vyizolované RNA
v kazdém vzorku. Toho bylo dosazeno pomoci spektrofotometrické analyzy za vyuziti UV
spektrofotometru NanoPhotometer (Implen). Pfistroj byl nejprve kalibrovan nanesenim 3 pl
Elution Solution na kyvetu a poté byly postupné méfeny parametry kazdého vzorku nanesenim
také 3 ul. Na zdklad¢ absorbance vyhodnocuje spektrofotometr koncentraci RNA a cistotu
pomoci parametri A260/A280 a A260/A230. A260/A280 piedstavuje zneciSténi proteiny a
A260/A230 znecisténi nukleovymi kyselinami. U RNA by se méla hodnota parametrt blizit 2.
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4.4 Syntéza cDNA

Z jednovlaknové molekuly mRNA vznikd prostiednictvim enzymu reverzni transkriptiza
komplementarni cDNA v procesu zvaném reverzni transkripce. K prfepisu mRNA na cDNA byl
pouzit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche).

Do kazdé zkumavky PCR stripu bylo rozpipetovano po 12 ul RNA a ke kazdému vzorku
byl ptidan 1 pl oligo(dT) primeru. Poté byla smes inkubovana v termocykleru DNA Engine
(Biorad) pfi teploté 65 °C po dobu 10 minut. Oligo(dT) primer naseda na polyA konec mRNA
molekul, ¢imZ jsou vyselektovany od ostatnich molekul RNA a pfipraveny na reverzni
transkripci.

V dalsim kroku byl pfipraven master mix. Pro reakci v jedné zkumavce byly potieba 4 pl
pufru Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 0,5 pul Protector RNase Inhibitor,
2 ul smési ANTP a 0,5 pl enzymu Transcriptor Reverse Transcriptase. Pro kazdou reakci bylo
potieba 7 ul namichaného master mixu.

Ke vzorku RNA byl pfidan master mix a celkovy objem tak ¢inil 20 pl. Takto pfipravené
vzorky byly ptesunuty do termocykleru na dobu 60 minut. pfi teploté¢ 50 °C. Za téchto
podminek probéhla reverzni transkripce.

Vysledna cDNA byla ulozZena pfi teploté -20 °C. Pro ucely qRT-PCR byla z diivodu
vysoké koncentrace cDNA nafedéna tak, aby v 1 pl roztoku bylo obsazeno mnozstvi cDNA,
které¢ odpovida mnozstvi nasyntetizovanému z 0,75ng celkové RNA pfi reverzni transkripci.

4.5 Navrhovani primert

Pomoci programu Primer3 Input 0.4.0 bylo navrzeno pét primerovych pard pro gen
CD151 a jeho Sest sestfihovych variant. Primery dostaly oznaceni F1-4 a R1-5. Déle byl
navrzen jeden primerovy par pro housekeepingovy gen B-aktin (ACBT).

Specifita vSech primerovych part, jejich pozice v referenénim genomu a predikovana
délka produktu byly vyhodnoceny programem Primer BLAST, jez je soucasti databdze NCBI.
Vystupy z programu Primer BLAST jsou k nahlédnuti na Obr. 11-15.

K navrzeni a vyhodnoceni specifity primert pro gen CD/51 a jeho sestfihové varianty
X1-6 byla pouzita sekvence genu CDI5] zreferenéniho genomu Equus caballus 3.0
(GCF_002863925.1), NC _009155.3, chromozomu 12, plemene plnokrevnik, izolatu Twilight,
zvetejnéného v databazi NCBI.

K navrzeni a vyhodnoceni specifity primert pro houkeepingovy gen ACBT byla pouzita
sekvence piislusného genu z referen¢niho genomu Equus caballus 3.0 (GCF_002863925.1),
NC 009156.3, chromozomu 13, plemene plnokrevnik, izolatu Twilight, zvefejnéného
v databazi NCBI.

Bylo ovéfeno, ze primery nasedaji na specifickd mista v referencnim genomu (viz
Obr. 11-15). Protoze ma vSak gen CDI151 6 sestfihovych variant, nebylo mozné z principu
navrhnout primery tak, aby byla jedna sestfihové varianta vzdy amplifikovana jednim parem
primert. Toto bylo zohlednéno ptfi vybéru primerd, kdy byly vyvinuty postupy pro detekci
sestithovych variant. Pfehled navrzenych primert a jejich sekvenci je k nahlédnuti v Tab. 3.
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Sequence (5'->3') Length Tm GC% Self pl tarity  Self3' pl tarity
Forward primer TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTG 23 61.55 47.83 3.00 1.00
Reverse primer GGTGTCCTTCAGGTTCTCCTTGA 23 61.83 52.17 4.00 2.00

Products on target templates
>XM_005598402 3 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X6, mRNA

product length = 327

Forward primer 1 TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTG 23
Template BHE  amRRR RS S 360
Reverse primer 1 GGTGTCCTTCAGGTTCTCCTTGA 23
Template L R 651

>XM_023654803.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 moelecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X5, mRNA

product length = 327

Forward primer 1 TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTG 23
Template BET o S 489
Reverse primer 1 GGTGTCCTTCAGGTTCTCCTTGA 23
Template b2 | S Tt e T e e 691

>XM_023654802.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X4, mRNA

product length = 327

Forward primer 1 TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTG 23
Template s - I T P T P gy 3e2
Reverse primer 1 GGTGTCCTTCAGGTTCTCCTTGA 23
Template BB ooy s s 64 584

>XM_023654801.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 melecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X3, mRNA

product length = 327
Forward primer 1 TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTG 23
Template ADB s B AT 342

Reverse primer 1 GGTGTCCTTCAGGTTCTCCTTGA 23
Template BAG  GRERREhessRIss R E R 624

>XM_005598401.3 PREDICTED: Equus caballus CD151 melecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X2, mRNA

product length = 327
Forward primer 1 TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTG 23
Template T 413

Reverse primer 1 GGTGTCCTTCAGGTTCTCCTTGA 23
Template b e R e 685

>XM_023654800.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X1, mRNA

product length = 327
Forward primer 1 TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTG 23
Tamplate BIE NN 347

Reverse primer 1 GGTGTCCTTCAGGTTCTCCTTGA 23
Template BE  sovarmmrmosamommsn vow w v w v spene 629

Obr. 11: Primerovy par F1+R1, vyhodnoceni dle BLAST. Tento par vytvari produkt o
stejné délce pro vSechny sestiihové varianty.
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Sequence (5->3)) Length Tm GC%
Forward primer CATTCCCGGCGCTCAGA 174 59.44 64.71
Reverse primer TCTGTAGAACAGGTGGACGGAAG 23 61.62 52.17

Products on target templates
>XM_023654802.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 melecule (Raph blood group) (CD157), transcript variant X4, mRNA

product length = 1e@
Forward primer 1  CATTCCCGGCGCTCAGA 17
Template B e R i1e

Reverse primer 1 TCTGTAGRACAGGTGGACGGAAG 23
Template 1t 2 AR e B R E 171

>XM_023654801.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph bloed group) (CD151), transcript variant X3, mRNA

product length = 168
Forward primer 1  CATTCCCGGCGCTCAGA 17
Template 94 iiiiiraaraaeaae 11e

Reverse primer 1 TCTGTAGAACAGGTGGACGGAAG 22
Template e ) T, 171

Self complementarity
4.00
5.00

Self 3' complementarity
3.00
0.00

Obr. 12: Primerovy par F2+R2, vyhodnoceni dle BLAST. Amplifikuje sekvenci X3

a X4.

Sequence (5'->3") Length Tm GC%
Forward primer AAACTATTTCTGGCCGCCCTTT 22 60.82 4545
Reverse primer GCAGGCAGCTCCTCTGTAGAACA 23 64.36 56.52

Products on target templates
>XM 005598402 3 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X6, mRNA

product length = 137
Forward primer 1 AAACTATTTCTGGCCGCCCTTT 22
Template i 157

Reverse primer 1 GCAGGCAGCTCCTCTGTAGAACA 23
Template .8 - R 258

>XM_023654803.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X5, mRNA

product length = 137
Forward primer 1 AAACTATTTCTGGCCEGCCCTTT 22
Template 136 e 157

Reverse primer 1 GCAGGCAGCTCCTCTGTAGAACA 23
Template I cmowmieR 258

>XM_005598401.3 PREDICTED: Equus caballus CD157 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X2, mRNA

product length = 137
Forward primer 1 AAACTATTTCTGGCCGCCCTTT 22
Template = L T 156

Reverse primer 1 GCAGGCAGCTCCTCTGTAGAACA 23
Template e 249

self complementarity
5.00
6.00

Self 3' complementarity
0.00
3.00

Obr. 13: Primerovy par F3+R3, vyhodnoceni dle BLAST. Amplifikuje sekvenci X2, X5

a Xo6.
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Sequence (5'->3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GGAACTTCCGTCCACCTGTTCTA 23 61.88 5217 7.00 2.00
Reverse primer GACACCGGTCACCATGACAAC 21 61.47 57.14 6.00 2.00

Products on target templates
>XM_005598402 3 PREDICTED: Equus caballus CD151 melecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X6, mRNA

product length = 281

Forward primer 1 GGAACTTCCGTCCACCTGTTCTA 23
Template 2 256
Reverse primer 1 GACACCGGTCACCATGACAAC 21
Template O e e 194

»>XM_023654803.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule {Raph blood group} (CD151), transcript variant X5, mRNA

product length = 321

Forward primer 1 GGAACTTCCGTCCACCTGTTCTA 23
Template et R R e R 256
Reverse primer 1 GACACCGGTCACCATGACAAC 21
Template L 534

>X¥M_023654802 1 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule {Raph blood group) (CD151), transcript variant X4, mRNA

product length = 281

Forward primer 1 GGAACTTCCGTCCACCTGTTCTA 22
Template G e . 189
Reverse primer 1 GACACCGGTCACCATGACAAC 21
Template L b e e e 427

=>XM_023654801.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X3, mRNA

product length = 321

Forward primer 1 GGAACTTCCGTCCACCTGTTCTA 23

Template e 189

Reverse primer 1 GACACCGGTCACCATGACAAC 21

Template ABE g R R R 467

>XM_005598401.3 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X2, mRNA

product length = 326
Forward primer 1 GEAACTTCCGTCCACCTGTTCTA 23
Template FEW R NN S B S R 255

Reverse primer 1 GACACCGGTCACCATGACAAC 21
Template L 538

Obr. 13: Primerovy par F4+R4, vyhodnoceni dle BLAST. Amplifikuje sekvenci X2, X3,
X4, X5 a X6.
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Sequence (5'->3") Length Tm GC%
Forward primer AAACTATTTCTGGCCGCCCTTT 22 60.82 4545
Reverse primer CTGAGGCCAGCAGACTGATGTAG 23 62.60 56.52

Products on target templates
>¥M_005598402.3 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X6, mRNA

product length = 314
Forward primer 1 ABACTATTTCTGGCCGCCCTTT 22
Template e Ty 157

Reverse primer 1 CTGAGGCCAGCAGACTGATGTAG 23
Template AA | 427

>%M_023654803.1 PREDICTED: Equus caballus CD151 melecule {Raph blood group) (CD151), transcript variant X5, mRNA

product length = 354
Forward primer 1 ABACTATTTCTGGCCGCCCTTT 22
Template 126" GunRhaRsEs s TR 157

Reverse primer 1 CTGAGGCCAGCAGACTGATGTAG 23
Template L ——— 467

>¥M_005528401.3 PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X2, mRNA

product length = 359
Forward primer 1 AMACTATTTCTGGCCGCCCTTT 22
Template AL o e e e A A A e e R R 156

Reverse primer 1 CTGAGGCCAGCAGACTGATGTAG 23
Template . 1 B e P TP SRR 471

Self complementarity Self 3' complementarity
5.00 0.00
7.00 1.00

Obr. 14: Primerovy par F3+R5, vyhodnoceni dle BLAST. Amplifikuje sekvenci X2, X5

a X6.

Sequence (5'->3') Length Tm GC%
Forward primer AGTGTGACGTCGACATCCGTAAG 23 62.49 52.17
Reverse primer TGTGATCTCCTTCTGCATCCTGT 23 61.39 47.83

Products on target templates

=NM_001081838.1 Equus caballus actin beta (ACTB), mRNA

product length = 14
Forward primer 1 AGTATGACGTCGACATCCETAAG 23
Template BB i mnins 88 415 s ohos o s 873

Reverse primer 1 TGTGATCTCCTTCTGCATCCTGT 23
Template OGRS A E T 932

Self complementarity Self 3' complementarity
8.00 2.00
4.00 0.00

Obr. 15: Primerovy par pro housekeepingovy gen ACTB, vyhodnoceni dle BLAST.
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Tab. 3: Primery navrzené pomoci programu Primer3 pro ucely stanoveni obecné genové
exprese CD151 a detekce transkripcnich variant.

Gen Primer Délka Tm [°C] Sekvence
F1 23 61,55 TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTG
R1 23 61,83 GGTGTCCTTCAGGTTCTCCTTGA
F2 17 59,33 CATTCCCGGCGCTCAGA
R2 23 61,62 TCTGTAGAACAGGTGGACGGAAG
CDI51 F3 22 60,82 AAACTATTTCTGGCCGCCCTTT
R3 23 64,36 GCAGGCAGCTCCTCTGTAGAACA
F4 23 61,88 GGAACTTCCGTCCACCTGTTCTA
R4 21 61,47 GACACCGGTCACCATGACAAC
R5 23 62,60 CTGAGGCCAGCAGACTGATGTAG
ACTB F 23 62,49 AGTGTGACGTCGACATCCGTAAG
R 23 61,39 TGTGATCTCCTTCTGCATCCTGT

4.6 Kvantitativni Real-Time PCR

Pro ptipravu vzorki byl pouzit kit FastStart Essential DNA Green Master (Roche). Kit
obsahuje FastStart SYBR Green Master, 2x koncentrovany master mix skladajici se ze vSech
slozek potiebnych pro reakci s vyjimkou templatové DNA a primerti. Dodany master mix
obsahuje reakéni pufr, nukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dUTP), FastStart Taqg DNA
polymerdzu a SYBR Green 1.

Nejprve byl ptipraven premix z 5 pl master mixu, 0,5 pl forwardového primeru (10 uM)
a 0,5 wl reverzniho primeru (10uM) na reakci. Poté bylo do kazdé jamky PCR stripu
napiperovano 6 pl master mixu a 4 ul ¢cDNA o koncentraci 0,75 ng/lul. Se vzorky byl
amplifikovan 1 housekeepingovy gen ACTB. Jako kontrola byla pouzita voda PCR kvality.

Kvantitativni Real-Time PCR prob¢hla v termocykleru LightCycler Nano (Roche) za
téchto podminek:

1. Aktivace polymerazy pii 95 °C po dobu 10 minut, pii rychlosti zmény teploty
5°C/s

2. Denaturace pii 95 °C po dobu 20 s, pii rychlosti zmény teploty 5 °C/s

Annealing pti 64 °C po dobu 20 s, pii rychlosti zmény teploty 4 °C/s

4. Elongace pti 72 °C po dobu 20 s, pii rychlosti zmény teploty 5 °C/s

(O8]

Amplifikace probihala ve 45 cyklech. Kazdy cyklus se skladal z krokti (2) denaturace,
(3) annealing a (4) elongace.
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4.7 Vybér primeri pro vlastni analyzy

U vSech navrzenych primert bylo tfeba ovéfit specificnost amplifikace a podle vysledka
vybrat vhodné pary pro ucely (a)obecného hodnoceni exprese CDI51 a (b) detekce
jednotlivych sestfihovych variant.

Specificnost primeri byla vyhodnocena na zaklade¢:

e Analyzy teploty tani Tm

e Eficience

e Délkového polymorfismu pfi elektroforetické separaci

e Polymorfismu délky restrikénich fragmenti (PCR-RFLP)
e Sekvenacni analyzy

Pro obecné hodnoceni exprese CDI51 byl zvolen primerovy par F1+R1, ktery
amplifikuje sekvenci cDNA spolecnou pro vSechny sestiithové varianty. Pro identifikaci
sestfihovych variant bylo tfeba vyhodnotit délkovy polymorfismus amplikonii a provést
restrikéni $t€peni. Specifi¢nost primerti byla ovéfena na tkani varlete hiebee 5.

4.7.1 Analyza teploty tani Tm

Analyza teploty tani ovétuje specifi¢nost vybraného primerového paru a dokaze odhalit
piipadnou tvorbu nespecifickych produktii. Analyzu provadi software real-time termocykleru.
Vystupem je kiivka tdni (melting curve), ktera by pii amplifikaci Cisté specifickych produkti
méla byt tvofena pouze jednou amplitudou, z niZ se stanovuje teplota tani (Twm). Pro ucely této
analyzy byl pouzit termocykler LightCycler Nano (Roche).

Nejprve byly vzorky v termocykleru zahiaty na teplotu 60 °C po dobu 1 minuty pfi
rychlosti zmény teploty 4 °C/s. Nasledn¢ byla rychlost zmény teploty sniZzena na 0,1 °C/s a
vzorky se zahtivaly na 95 °C. Tato teplota byla udrzovana 20 s a poté opét snizena na 40 °C.

4.7.2 Eficience qRT-PCR amplifikace

Eficience amplifikace (E) miize byt stanovena bud’ podle standardni kiivky, vytvofené na
zaklad¢ fedici fady, nebo amplifikacni kiivky. V tomto postupu byla zvolena metoda standardni
ktivky. Vysledné hodnoty eficience zkoumaného genu i housekeepingového genu si musi byt
co nejvic podobné.

Byla pfipravena fedici fada o objemu 10 pl a ¢tyfech koncentracich templatové cDNA:
312,5 pg, 1250 pg, 5000 pg, 20 000 pg.

Eficienci vyhodnotil software termocykleru LightCycler Nano (Roche). Pro kazdy vzorek
z fedici fady byla stanovena hodnota Cq. Tyto hodnoty byly graficky zobrazeny jako body,
jejichz prolozeni ptimkou za pouziti linedrni regrese tvoii graf, ktery se nazyva standardni
ktivka. Na zakladé¢ sklonu kiivky software termocykleru vypocital eficienci amplifikace podle
vzorce:

E= [10(-1/sklon)]

Hodnota E stanovena timto zptisobem nabyva hodnot 1-2.
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4.7.3 Ovéreni amplifikace sestfihovych variant pomoci elektroforézy

Specificnost amplifikace vSech primerovych para byla ovéfena pomoci elektroforetické
separace. Zaroven byly na zékladé¢ délkového polymorfismu identifikovany jednotlivé
sestfithové varianty.

Produkty qRT-PCR byly separovany ve 3% agardézovém gelu v TBE pufru a byly
obarveny ethidium bromidem. Do kazdé jamky v gelu bylo naneseno 10 pl RT-PCR produktu,
8 ul H20 a 2 pl barviva. Pro porovnani velikosti fragmenti byl pouzit velikostni standard
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Produkty primert F1+R1, které byly urceny pro stanoveni obecné exprese, a primerti pro
housekeepingovy gen ACTB byly separovany v horizontélni elektroforéze pti 120 V po dobu
60 minut.

Amplikony primert F2+R2, F3+R3, F4+R4 a F3+RS5, které¢ byly ureny pro detekci a
rozliSeni exprese jednotlivych sestfihovych variant X2-X6, byly separovany v horizontéalni
elektroforéze pti 120 V po dobu 120 minut.

4.7.4 Rozli§eni transkripénich variant X2 a X5 pomoci PCR-RFLP

Predikovana délka amplikont variant X2 (359 bp) a X5 (354 bp) pii pouziti primera
F3+R5 je velice podobna. Bylo tedy potieba amplikon odpovidajici této délce vyizolovat
z agar6zového gelu a naStépit restrikénim enzymem podle metody PCR-RFLP. Podle vysledné
separace v gelu lze zjistit, zda dana dvojice primerti amplifikuje obé€ sestfihové varianty nebo
jen jednu z nich.

K vybéru restrikéniho enzymu pro $tépeni sestiihové varianty X5 byl pouzit program
Webcutter 2.0, ktery je schopny na zdkladé pozadované sekvence DNA urcit specifické
restrickni oblasti a navrhnout konkrétni enzymy restrikéni endonukleazy, které stépi DNA
v tomto specifickém misté. Pro restrikéni analyzu byl vybrdn enzym BseNI (Bsrl), ktery
rozpoznava v amplikonu X5 (354 bp) alelu ACTGG a $tépi amplikon na fragmenty 318 bp a
36 bp. Amplikony X2 si zachovaji ptivodni velikost 359 bp.

Stépici reakce méla pro kazdy vzorek nasledujici slozeni: 10 pul PCR produktu, 18 ul dd
H20, 2 pl 10x pufru B, 2 pl enzymu BseNI (BsrI) (Thermo Fisher Scientific). Stépeni probihalo
v termocykleru pfi téploté 65 °C po dobu 12 hodin. Nésledné byl enzym inaktivovan inkubaci
pii 80 °C po dobu 20 minut. Produkty Stépeni byly separovany elektroforézou ve 4%
agardzovém gelu pfi napéti 120 V po dobu 50 minut.

4.8 Sekvenacni analyza qRT-PCR amplikont

Dalsi hodnoceni specifi¢nosti probéhlo na zdkladé sekvenacni analyzy PCR produktu.
Ovéfovana byla amplifikace za pouziti primeri FI+R1. Osekvenované byly amplikony
pochazejici ze vSech Ctyt tkdni hiebce 5. Kazdy amplikon byl osekvenovan od forwardového
primeru i od reverzového primeru ve tiech replikatech.

Produkty qRT-PCR byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu. Poté byly fragmenty
vyfiznuty sterilnim skalpelem tak, aby odebrana ¢ast obsahovala co nejméné gelu. Vyjmuté
fragmenty byl zvazeny a vlozeny do 1,5 ml zkumavek.
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4.8.1 Purifikace amplikonii

Izolované fragmenty byly purifikovany od gelu, primerii a volnych nukleotidii pomoci
kitu MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen) v nasledujicich krocich:

1. Ke kazdému fragmentu byl pfidan Binding buffer v poméru 1:1 a smés byla
inkubovana pii 50 °C do chvile uplného rozpusténi gelu.

2. 800 pl vysledné smési bylo pfeneseno do zkumavky s vazebnou kolonkou, ktera
byla centrifugovana pii 12 000 otackach za minutu (RPM) po dobu 1 minuty.
Filtrat byl vylit.

3. Na vazebnou kolonku bylo pfeneseno 100 ul Binding bufferu a opakovala se
centrifugace za podminek v piredchozim kroku.

4. Kolonka byla promyta nanesenim 700 pul Wash bufferu a centrifugaci pti 12 000
otackach za minutu (RPM) po dobu 1 minuty. Filtrat byl vylit.

5. Aby byla kolonka zbavena vSech zbytkli Wash bufferu, byla zkumavka opét
centrifugovana pii 12 000 otackach za minutu (RPM) po dobu 1 minuty.

6. Pro eluci cDNA z vazebné kolonky bylo pouzito 25 pl HO (pH 8,1). Eluce
probihala pfi pokojové teploté po dobu 2 minut. Poté byla zkumavka s kolonkou
centrifugovana pii 12 000 otackach za minutu (RPM) po dobu 1 minuty.

7. Veskera purifikovana DNA se nachéazela ve zkumavce.

Uspé&snost purifikace byla ovéfena kvantifikaci DNA ve spektrofotometru
NanoPhotometer (Implen). Pfistroj musi byt vzdy nakalibrovan na elu¢ni roztok analyzovaného
vzorku. V tomto ptipad¢ se jednalo o H>O.

4.8.2 Sekvenac¢ni reakce

Vzorky DNA byly pfipraveny na sekvenaci pomoci kitu BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Kazda reakce se skladala z 7,5 pl izolované DNA
s koncentraci 6,5 mg/ul, 4 pl 5X sekvenacniho pufru, 3,2 ul primeru F ¢i R s koncentraci
3,2 pmol x 20 pl!, 2 ul BigDye™ Terminator Ready Reaction mixu a 3,3 ul H>O.

4.8.3 Sekvenace pomoci kapilarni elektroforézy

Pted samotnou sekvenaci bylo nutné purifikovat produkty sekvenanci reakce. Ke
kazdému vzorku byly pfidany 2 pl glykogenu, 2 pul 3M octanu sodného a 50 pl 96% ethanolu.
Smés byla inkubovana v termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BIO RAD) pfi 25 °C po dobu
15 minut. Vzorky byly odstfedény v centrifuze vychlazené na 15 °C pti 12 000 otackach za
minutu (RPM) po dobu 30 minut. Supernatant byl odstanén a pelet usazeny na dn¢ zkumavky
byl proplachnut 250 pl 70% ethanolu. Nésledné byla opakovana centrifugace i proplachnuti
ethanolem. Pelet byl poté vysuSen v termobloku pti 50 °C po dobu 30 minut a po vysuseni byl
rozpustén v 15 pl Hi-Di formamidu. Vzorky byly denaturovany v termocykleru pti 95 °C po
dobu 5 minut a nasledn¢ ochlazeny na 4 °C.

Sekvenace probéhla v kapilarni elektroforéze ABI PRISM 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystems) s témito parametry: délka kapilary 50 cm, modul SeqPOP6 (1 ml) E,
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virtudlni filtr E, doba nastfiku 30 s, napéti nésttiku 2,5 kV. Separace probihala za teploty 50 °C
anapéti 11,3 kV po dobu 120 minut.

Sekvence byly vyhodnoceny a porovnany s referencni sekvenci z databaze NCBI pomoci
programu BioEdit version 7.2.5.

4.9 Statistické hodnoceni vysledku

Nejprve byly pro kazdy vzorek ziskany parametry ACq, které vyjadiuji rozdil mezi Cq
CDI151 a housekeepingového genu ACTB. Na zdklad¢ téchto parametri byly nasledné
vypocitany hodnoty Ratio ACq, které normalizuji relativni expresi genu CD/5/ vici genu
ACTB. Pro ucely hodnoceni relativni exprese genu CD151 byla pouzita data ziskana pti qRT-
PCR za vyuziti primerového paru F1+RI1, nebyly tedy zohlednény jednotlivé sestfihové
varianty. Vysledné hodnoty Ratio ACq byly pouzity jako vstupni hodnoty pro statistické
analyzy. Cilem statistickych analyz bylo vyhodnotit statisticky pritkkazny vliv faktort (efektt)
(D hiebec, (IT) tkan, (III) biologicky replikat na hodnotu Ratio ACq.

Normalita rozdé€leni vstupnich dat byla testovdna prostfednictvim Kolmogorov—
Smirnovova testu homogenity, znazornéného graficky histogramem, a p-grafu pii hladiné
vyznamnosti o = 0,05.

Homogenita rozptyli vstupnich dat pro jednotlivé efekty byla hodnocena na zakladé
Levenova testu pii1 hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

Pro posouzeni statistické vyznamnosti vlivu jednotlivych efektli na variabilitu hodnot
Ratio ACq byl pouzit test GLM-ANOVA hlavnich efektl pti hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05.
Vysledky testu byly graficky zndzornény v podobé krabicovych grafii s vyznacenym 0,95
intervalem spolehlivosti. Podrobnéjsi vyhodnoceni efektl se statisticky vyznamnym vlivem na
hodnoty Ratio ACq bylo provedeno prostiednictvim post hoc testu, konkrétné Tukeyova HSD
testu, pi1 hladiné vyznamnosti o = 0,05. Vysledky testu byly graficky znazornény v podobé
homogennich skupin. Statistické Setfeni bylo provedeno v programu Dell Statistica 13.
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5 Vysledky

5.1 Koncentrace celkové izolované RNA

Primérna vytéznost RNA vyizolované z tkang varlete (Ta, Tb) vSech hiebci byla 31 ng.
Parametr A260/A280 dosahoval v priméru hodnoty 2,03 a parametr A260/230 hodnoty 2,07.

Primérna vytéznost izolované RNA z tkané nadvarlete (Cla-C3b) byla 45 ng. Parametr
A260/A280 nabyval primérné hodnoty 1,98 a parametr A260/230 hodnoty 2,01. Véskeré
hodnoty koncentrace a absorbance namétené¢ UV spektrofotometrem jsou shrnuté v Tab. 4-8.
Biologicky replikat A izolovala Bilkova (2020), replikat B byl izolovan pro ucely této prace
mnou.

Tab. 4: Hodnoty koncentrace a absorbance izolované celkové RNA ve tkénich hiebce 1.

Tkaii Koncentrace RNA A260/280 A260/230
[ng/pl]

Ta 28 2,00 2,30

Tb 35 2,04 2.15
Cla 46 2.02 2.06
Clb 54 2.12 2.10
C2a 44 2,08 1,99
C2b 51 1,97 1,96
C3a 27 2,03 2,00
C3b 33 1,96 2.14

Tab. 5: Hodnoty koncentrace a absorbance izolované celkové RNA ve tkanich hiebce 2.

Tkai Koncentrace RNA A260/280 A260/230
[ng/pl]

Ta 39 2.16 2.25

Tb 41 1,83 1,98
Cla 61 221 2.07
Clb 52 1.85 1,91
C2a 65 2,05 2,00
C2b 42 1,99 1,85
C3a 31 1.81 2.14
C3b 28 1,89 2.07
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Tab. 6: Hodnoty koncentrace a absorbance izolované celkové RNA ve tkdnich hiebce 3.

Tkaii Koncentrace RNA A260/280 A260/230
[ng/p]

Ta 29 1,97 1,89

Tb 2 2,05 2,03
Cla 43 1.87 1,95
Clb 58 2,05 2.14
C2a 50 2.11 2.04
C2b 61 2,00 1,95
C3a 41 1,92 1,99
C3b 35 1.86 2,01

Tab. 7: Hodnoty koncentrace a absorbance izolované celkové RNA ve tkénich hiebce 4.

Tkaii Koncentrace RNA A260/280 A260/230
[ng/pl]

Ta 31 1,96 2,08

Tb 28 1,89 1.9
Cla 53 1.9 2.03
Clb 41 2.16 2.22
C2a 40 1,93 2,01
C2b 47 1,95 1,99
C3a 25 1,87 1,89
C3b 32 2,01 1.85

Tab. 8: Hodnoty koncentrace a absorbance izolované celkové RNA ve tkénich hiebce 5.

Tkaii Koncentrace RNA A260/280 A260/230
[ng/pl]

Ta 26 2,18 1,95

Tb 34 221 2.17
Cla 61 1,88 1,98
Clb 69 2.14 2.10
C2a 65 1,96 1,89
C2b 48 1,87 2,01
C3a 32 1,86 2,00
C3b 24 1,99 1,91




5.2 Testovani navrZenych primeri

5.2.1 Vyhodnoceni analyzy teploty tani

Jednim z vybranych zplisobli ovéteni specificnosti amplifikace byla analyza teploty
tani (Tm). Tato analyza byla provedena u amplikonu primerového paru F1+R1, ktery byl urcen
pro hodnoceni exprese CDI51 bez ohledu na sestithovou variantu. Dale byla tato analyza
provedena také u amplikonu primerti housekeepingového genu ACTB.

D.E--S
Tm=85,5°C
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Ob¢ kiivky maji tvar jednoho symetrického piku znaciciho specifickou amplifikaci.
U CD151 byla naméfena Ty = 85,5 °C. V ptipadé¢ ACTB byla naméfena T = 85,2 °C.

Obr. 16: Kiivka tani amplikonu CD151 (primery F1+R1), tkan varlete hiebce 5. Vystup
z programu LightCycler® Nano (Roche).
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Obr. 17: Kiivka tani amplikonu ACTB, tkan varlete hiebce 5. Vystup z programu
LightCycler® Nano (Roche).

45



5.2.2 Eficience amplifikace

Eficience amplifikace byla rovnéZ analyzovana pro primery CD/51 (F1+R1) a ACTB
(F+R). Tentokrat bylo vyuzito fedici fady ve Ctyfech fedénich templatu cDNA a poté byly pro
kazdy vzorek fedici fady méfeny a zaznamenavany parametry Cq v prubéhu amplifikace. Na
zaklad¢ zaznamenanych parametrii vypocital program termocykleru LightCycler® Nano
(Roche) nekolik ukazatelli, z nichz jsou pro hodnoceni eficience stéZejni sklon standardni
kiivky (Cq) a eficience (E). Vystupy analyz v podobé standardni kiivky a vSech ptislusnych
parametra jsou zobrazeny na Obr. 18 a 19.

Sklon standardni kiivky CD151 (F1+R1) byl vyjadien jako Cq = —3,41. Eficience reakce
byla vyc¢itana na hodnotu E = 1,965. Sklon standardni kiivky ACTB byl vyjadien hodnotou
Cq =-3,39. Eficience amplifikace byla vyc¢itdna na hodnotu E = 1,971. Eficience obou
primerovych para jsou si velmi blizké a obé se blizi hodnoté E = 2.

au—f\
29-

28-
27-
26+
25-
24-

CD151 F1+R1

Cqg

Cg=-3.41 log1e(y) + 38.85, ==0.9993 Error=0.063 E=1.965 (Int)

Obr. 18: Standardni kiivka amplifikace vzorkt fedici fady za pouziti primert F1+R1 pro
gen CD151. Tkan varlete hiebce 5. Vystup z programu LightCycler® Nano (Roche).

SCTRE A

Cog
%]

Logzela)
Z0=-3.39 logaeie) + 32,53, r=0.9991 Error=0.072, E=1.971 ({Int)

Obr. 19: Standardni kiivka amplifikace vzorku fedici fady za pouziti primertt F+R pro
housekeepingovy gen ACTB. Tkan varlete hiebce 5. Vystup z programu LightCycler® Nano
(Roche).

46



5.2.3 Detekce sestrihovych variant CD151 pomoci elektroforézy

Detekce jednotlivych sestfihovych variant probéhla pomoci elektroforetické separace
PCR produktti. Touto cestou byla ovéfena také specifita amplifikace kazdym navrzenym parem
primert pro gen CD151 i housekeepingovy gen ACTB. Pro tyto ucely byly pouzity vzorky tkani
hiebce 5.

Do vysledki byl vybran elektroforeogram amplikonii syntetizovanych vSemi
primerovymi pary pro gen CDI51. Velikost amplikonli byla odvozena od hmotnostniho
standardu (S) Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. Elektroforeogram a
velikost PCR produktii tvotfenych za pouziti kazdého pftislusného primerového péru je
vyobrazen na Obr. 20. Primery F1+R1, F2+R2 a F3+R3 tvofi jeden produkt. Kazda dvojice
primeri F4+R4 a F3+RS5 tvoii tfi rizné dlouhé produkty, které¢ vSak na agar6zovém gelu
vypadaji jako dva prouzky (tzv. ,,bandy*).

F1+R1 F2+R2 F3+R3 F4+R4 F3+RS

Obr. 20: Elektroforeogram cDNA amplikont vSech primerovych pari pro CDI151 v 3%
agarézovém gelu. S = Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder.

5.2.4 Restrikéni $tépeni amplikonu F3+RS (PCR-RFLP)

Predikovana velikost amplikonu sestfihovych variant X2 a X5 genu CDI51 za vyuziti
primert F3+RS5 byla velmi podobna. Pro detekci konkrétnich variant a jejich rozliseni byl vétsi
,band*“ vyfezan z gelu a bylo provedeno restrik¢ni Stépeni enzymem BseNI (Bsrl). Poté byly
produkty restrik¢éniho $té€peni opét naneseny na agardézovy gel. Na vysledném gelu byly patrné
3 fragmenty cDNA. Nejvétsi amplikon si zachoval délku 359 bp odpovidajici varianté¢ X2.
Amplikon X5 byl nastépen na dva restrikéni fragmenty — 318 bp a 36 bp (viz Obr. 21).
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Obr. 21: Elektroforeogram produktti restrikéniho Stépeni amplikond X2 (359 bp) a X5
(318 + 36 bp) restrikénim enzymem BseNI (Bsrl).

5.2.5 Sekvenace amplikonu F1+R1

Pro uplné ovéfeni specifiCnosti amplifikace a ziskdni prfesné sekvence cDNA
syntetizované pomoci primert F1+R1 byl sekvenovan amplikon téchto primert pochazejici z
tkani testes, caput epididymis, corpus epididymis a cauda epididymis hiebce 5.

Ziskana sekvence byla porovnana se sekvenci referenéniho genomu koné domaciho
uvedené v databazi NCBI. Vysledkem porovnani byla 100% shoda mezi ziskanou sekvenci a
sekvenci cDNA transkripéni varianty X1 z NCBI (viz Obr. 22).

Dale byl v programu BioEdit version 7.2.5. proveden alignment sekvenci amplikoni
pochézejicich z jednotlivych typl tkani. VSechny ctyfi sekvence vykazuji shodu, primery
FI1+RI1 tedy spolehlivé amplifikuji pozadovanou ¢ast genu CDI151 ve vSech zkoumanych
reproduk¢nich tkénich bez rozdilu (viz Obr. 23).

Sekvence byla také porovnana s genomy dalSich zastupcii rodu Equus v databazi NCBI.
Na zaklad¢ porovnani je ziskana sekvence 100% homologni se sekvenci CD151 osla doméciho
(Equus asinus) a koné ptevalského (Equus przewalskii) (viz Obr. 24).

PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X1, mRNA
Sequence ID: XM_023654800.1 Length: 1853 Number of Matches: 1

Score Expect Identities éaps Strand
604 bits(327) 9e-169 327/327(100%) 0/327(0%) Plus/Plus
Query 1 TTCACCTTCARCTGCTGCTTCTGGCTGGCCGGTCTEECGETTATGGCAGTGGECATCTGE &0

N N N N NN
Sbjct 325 TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTGGCTGGCCGGTCTGECGETTATGECAGTGGGCATCTGE 3684

Query &1 ACACTGGCCCTCAAGRGCGACTACATCAGTCTGCTGECCTCAGGCACCTACCTGECCACE 120

N N N N R N N NN
Sbjct 385 ACACTGGCCCTCAAGAGCGACTACATCAGTCTGCTGGCCTCAGGCACCTACCTGGCCACE 444

Query 121 180

Sbjct 445 504

Query 181 GCCACCTTCRARGGL GCGGAACCTGCTGCGCCTETACTTCATCCTEGCTCCTCATCATS 240

GCG
R N NN N NN
Sbjct 505 GCCACCTTCRAGGAGCGGCGGAACCTGCTGCGCCTGTACTTCATCCTGCTCCTCATCATE 564

GRACGCR 300

cT
AT W
CTGRACGCR 624

Query 241 TTTCTGCTGGAGATCATTGCTGGCGTCCTGECCTACET
|

GTACTACCRAGCAG
R N N e e RN
Sbjct 565 TTTCTGCTGGRAGATCATTGCTGGCGTCCTGGCCTACGTGTACTACCAGCAG
Query 301 GAGCTCARGGAGAACCTGRAGGACACC 327

FLLILTE TRl
Sbjct €25 GAGCTCAAGGAGAACCTGAAGGACRACC 651

Obr. 22: Porovnani ziskané sekvence amplikonu se sekvenci sestiithové varianty X1
z databaze NCBI.
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10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100 110 120 130
T [TTCACCTTCAACTGCTGCTTCTGGCTGGCCGGTCTGGCGGTTATGGCAGTGGGCATCTGGACACTGGCCCTCARGAGCGACTACATCAGTCTGCTGGCCTCAGGCACCTACCTGGCCACAGCCTACATCCTGGT

Obr. 23: Alignment sekvenci amplikont F1+R1 pochézejicich z tkani Testes (T), Caput epididymis (C1), Corpus epididymis (C2) a
Cauda epididymis (C3). Vystup programu BioEdit version 7.2.5.

Description Scientific Name e ocf caesex e Al i ;
Qu» v Score Score Cover value Ident  Len Accession
v v v v v v
‘ PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X6, mRNA Equus caballus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1875 XM 005598402.3
s PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X5, mRNA Equus caballus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1915 XM 023654803.1
ph blood group) ) pt variant X5 i
‘ PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X4_mRNA Equus caballus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1808 XM 023654802.1
& PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X3, mRNA Equus caballus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1848 XM 023654801.1
‘ PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X2, mRNA Equus caballus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1919 XM 005598401.3
‘ PREDICTED: Equus caballus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X1, mRNA Equus caballus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1853 XM _023654800.1
& PREDICTED: Equus asinus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X6, mRNA Equus asinus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1669 XM 014831510.1
‘ PREDICTED: Equus asinus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X5, mRNA Equus asinus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1878 XM 014831509.1
s PREDICTED: Equus asinus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X4, mRNA Equus asinus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1708 XM 014831508.1
s PREDICTED: Equus asinus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X3, mRNA Equus asinus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1910 XM 014831507.1
‘ PREDICTED: Equus asinus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X2, mRNA Equus asinus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1716 XM 014831506.1
ph blood g pt vanant A¢ i
s PREDICTED: Equus asinus CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), transcript variant X1, mRNA Equus asinus 604 604 100% 9e-169 100.00% 1923 XM 014831505.1
‘ PREDICTED: Equus przewalskii CD151 molecule (Raph blood group) (CD151), mRNA Equus przewalskii 604 604 100% 9e-169 100.00% 1927 XM 0085418951

Obr. 24: Porovnani sekvence genu CD151 koné domaciho ziskané sekvenovanim pro tcely této prace a sekvencemi zastupcli rodu
Equus uvedenych v databazi NCBI.
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5.2.6 Vybér primeri a rozliSeni transkrip¢nich variant

Specifita amplifikace vSech navrzenych primerii byla nalezit¢ ovétfena. Velikost PCR
produktii odectend z elektroforézy odpovidala vystuptim z programu Primer BLAST (Obr. 11-
15), na zédkladé ¢ehoz byl vytvoren kli¢ k detekci sesttihovych variant genu CD151 (viz Tab. 9).

Tab. 9: Primerové pary a délka amplikonii (bp) jednotlivych sestfihovych variant X1-X6,
vcetné délky amplikonil genomické DNA (gDNA).

Primery X1 X2 X3 X4 XS X6 gDNA
F1+R1 327 327 327 327 327 327 1356
F2+R2 - - 100 100 - - 1057
F3+R3 - 137 - - 137 137 574
F4+R4 - 326 321 281 321 281 1369
F3+RS5 - 359 - - 354 314 1839

Pro obecné hodnoceni exprese CDI51 byl zvolen primerovy par F1+R1. Tento par
primert amplifikuje sekvenci cDNA, ktera je spole¢na pro vSechny sestfihové varianty X1-X6.
Syntetizovany PCR fragment ma vzdy stejnou velikost.

Transkripéni variantu X1 nebylo mozné piimo detekovat a ani nebylo mozné navrhnout
primery tak, aby amplifikovaly sekvenci pouze této transkripéni varianty.

Transkripéni varianta X2 byla detekovana a rozliSena amplifikaci cDNA za pouziti
primerd F3+R5 a nasledné restrikénim Stépenim enzymem BseNI (Bsrl). Amplikon X2 si
zachovaval velikost 359 bp.

Transkripcni varianta X3 byla detekovana a rozliSena amplifikaci za pouziti primera
F2+R2, kdy byl v gelu patrny produkt 100 bp, a dale pomoci primera F4+R4, kdy byl produkt
velky 321 bp.

Transkripni varianta X4 byla, stejné¢ jako varianta X3, detekovana a rozliSena
amplifikaci za pouZiti primerti F2+R2, kdy byl v gelu patrny produkt 100 bp, a nasledné pomoci
primerd F4+R4, kdy byl produkt velky 281 bp.

Transkripéni varianta X5 byla detekovdna a rozliSena amplifikaci cDNA za pouziti
primerd F3+R5 a nasledné restrikénim Stépenim enzymem BseNI (Bsrl). Vzniklé restrikéni
fragmenty mély délku 318 bp a 36 bp.

Transkripcni varianta X6 byla detekovéna amplifikaci za pouziti primerta F3+RS5, kdy
vznikl produkt o velikost 314 bp.

Navrhovany primerovy par F+R pro housekeepingovy gen ACTB se také prokazal jako
vhodny a tvofil produkt shodny s vystupem z programu Primer BLAST, tedy 104 bp.
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5.3 Vyhodnoceni pribéhu qRT-PCR

Kvantifikace relativni exprese CD151 a stanoveni parametru ACq ve vSech tkanich vSech
hiebcti byly provedeny pomoci programu termocykleru LightCycler® Nano Roche. Vysledné
hodnoty ACq byly zpracovany do Tab. 10 a data byla dale analyzovana v ramci statistického
Setieni.

Prabéh amplifikace znazornuji amplifikacni kiivky, na kterych Ize sledovat exponencidlni
rist mnozstvi cDNA s postupujicimi cykly. Amplifikacni kiivky genu CD151 (primery F1+R1)
mély plynuly pribéh a standardni tvar. Na Obr. 25 jsou zobrazeny amplifikacni kiivky, které
byly ziskany pii qRT-PCR vzorku fedici fady pro stanoveni eficience reakce.
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Obr. 25: Amplifikacni kiivky genu CDI51 (primery F1+R1).
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5.4 Statistické analyzy

5.4.1 Vstupni hodnoty Ratio ACq pro statistické analyzy

Tab. 10: Vstupni hodnoty Ratio ACq ziskané v prabéhu amplifikace za vyuziti primera
F1+R1. Testes = varle, Caput = hlava nadvarlete, Corpus = t€lo nadvarlete, Cauda = ocas
nadvarlete.

Hiebec Tkan Replikat Ratio ACq
L Testes A 0,032
2 B 0,033
3 A 0,019
4 . Caput B 0.017
5 Corpus A 0,004
6 B 0,003
7 A 0,001
8 Cauda B 0,001
9 Testes A 0,048
10 B 0,046
11 Caput A 0,026
12 5 B 0,024
13 o A 0,007
14 orpus B 0,006
15 A 0,002
16 Cauda B 0,002
17 Testcs A 0,029
18 B 0,031
19 Caput A 0,012
20 3 B 0,013
21 Corpus A 0,002
22 B 0,003
23 A 0,001
24 Cauda B 0,001
25 Tesics A 0,043
26 B 0,044
27 Caput A 0,021
28 s B 0,023
29 Corpus A 0,006
30 B 0,006
31 A 0,001
32 Cauda B 0,002
33 Tesics A 0,057
34 B 0,056
35 Caput A 0,029
36 s B 0,031
37 Corpus A 0,009
38 B 0,008
39 A 0,003
40 Cauda B 0,003
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5.4.2 Test normality a test homogenity rozptylu

Nejprve bylo provedeno ovérfeni predpokladi normality dat a homogenity rozptyla
pomoci metod popisné statistiky. Pokud data pochazi z normalniho rozdéleni, 1ze dale postoupit
k parametrickému testu ANOVA. Parametricky test se provadi i v pfipadé, Ze data nemaji
normalni rozdé€leni, ale pocet pozorovani je vyssi nez 30. V tomto piipadé¢ miize byt analyza
zatizena mirnymi chybami.

Normalita rozdé€leni vstupnich dat byla testovdna prostfednictvim Kolmogorov—
Smirnovova testu homogenity, na zakladé jehoz vystupu plati, ze D = 0,19272 a p > 0,05. Na
hladin€ vyznamnosti a = 0,05 nebyl podle tohoto testu prokdzan statisticky vyznamny rozdil
mezi rozdélenim naméfenych dat a normalnim rozdélenim. Grafické provnani s normalnim
rozdélenim ukazuje histogram (Graf 1) a p-graf (Graf 2).
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Graf 1: Rozd¢leni vstupnich dat Ratio ACq podle histogramu neodpovidd normalnimu
rozd¢leni.
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Homogenita rozptylu pomoci Levenova testu pti hladiné¢ vyznamnosti a=0,05 byla
potvrzena pro tyto efekty:
e replikat (p =0,965528568), p > 0,05
e hiebec (p =0,204705063), p > 0,05
Homogenita rozptylu nebyla potvrzena pro efekt:
e tkan (p =0,00000660819642), p < 0,05

5.4.3 Hodnoceni vlivu efektii na variabilitu Ratio ACq

Pro hodoceni vlivu efekti hiebec, tkan a replikat na variabilitu hodnot Ratio ACq byl
proveden parametricky test GLM-ANOVA hlavnich efekt. Test byl proveden pii hladiné
vyznamnosti o= 0,05. Vysledky testu jsou zobrazeny v Tab. 11. Cervené jsou oznadeny efekty,
které maji vliv na variabilitu Ratio ACq (p < 0,05).

Na zakladé¢ ANOVY byly vypracovany krabicové grafy (Graf 3-5) pro kazdy ze tii efekta.
Grafy porovnavaji rozdily hodnot medianti Ratio ACq mezi jiz zminénymi tiemi efekty.
Vertikaly vyznacuji 0,95 interval spolehlivosti.

Tab. 11: Vystup analyzy ANOVA. Cervené jsou vyznadené efekty hiebec a tkai.

Stupné

Efekt

sC

volnosti

PC

F

P

Abs. Clen

0,012426

1

0,012426

745,9586

0,000000

Replikat

0,000000

1

0,000000

0,0015

0,969345

Hiebec

0,000852

4

0,000213

12,7797

0,000003

Tkan

0,010073

3

0,003358

201,5833

0,000000

Chyba

0,000516

31

0,000017

0,030

0,028
0,026
0,024
0,022

Ratio delta Cq

0,014
0,012
0,010
0,008

0,006

0,020
0,018
0,016

3

Hfebec

Graf 3: Krabicovy graf pro efekt hiebec.
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Graf 4: Krabicovy graf pro efekt tkan.
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Graf 5: Krabicovy graf pro efekt replikat.

55

Replikat B




ANOVA prokazala statisticky vyznamny vliv efektli hiebec a tkan na variabilitu hodnot
Ratio ACq. Tyto efekty byly déle analyzovany prostiednictvim post hoc testu, konkrétné
Tukeyova HSD testu, jehoZ vystupem byly homogenni skupiny téchto efektli. Test prob¢hl opét
pii hlading vyznamnosti a. = 0,05.

Homogenni skupinu tvoii vZdy dvojice hiebct. Prvni skupinu tvofi hiebec 3 a 1. Druhou
hiebec 1 a 4. Teti tvoii hiebec 4 a 2. Ctvrtou homogenni skupinu tvoii hiebec 2 a 5. Mezi
hodnotami Ratio ACq hiebcl uvniti homogenni skupiny nejsou statisticky vyznamné rozdily.
Statisticky vyznamny rozdil existuje mezi jednotlivymi homogennimi skupinami.

Pro efekt tkan plati, Ze prvni homogenni skupinu tvoii cauda a corpus. Své vlastni
homogenni skupiny tvofi caput a testes. Mezi hodnotami Ratio ACq cauda a corpus epididymis
neexistuje statisticky vyznamny rozdil. Statisticky vyznamny rozdil je mezi jednotlivymi
homogennimi skupinami.

Tab. 12: Tukeytv HSD test pro efekt hiebec.
Ratio ACq
Primér
0,011500 hoakx
0,024500 Rl

Hiebec 1 2 3 4

NN =W

Tab. 13: Tukeytv HSD test pro efekt tkan.

Tkai Ratio ACq 1 2 3
Prumér
cauda epididymis 0,001700 roAkok
corpus epididymis 0,005400 oAk
caput epidymis 0,021500 otk
testes 0,041900 kK
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6 Diskuze

Tetraspaniny jsou transmembranové proteiny vyskytujici se v membranach téméf vSech
eukaryotickych bunék (Hemler 2014). Podili se na mnohych fyziologickych i patologickych
procesech. Prestoze jejich role v reprodukci stale nebyla plné odhalena, dosavadni vyzkumy
naznacuji tomu, Ze tetraspaniny diky své schopnosti reorganizace membranovych komplexu
napomahaji fizi gamet pii oplodnéni (Jankovicova et al. 2020b).

CD151 je obecné povazovan za jednu z kandidatnich molekul podilejicich se na
oplodnéni. Nedilnou soucasti studia role tohoto tetraspaninu v reprodukci je zkoumani jeho
genové exprese, transkripénich variant a potencidlnich proteinovych izoforem, které by
teoreticky mohly mit rizné fyziologické funkce. Zakladnim pfedpokladem pro studium genové
exprese je vyvoj efektivni metody, s jejiz pomoci lze stabilné méfit expresi na urovni mRNA.

Cilem diplomové prace bylo vyvinout metodu vhodnou pro stanoveni relativni genové
exprese CDI151 v tkanich varlete a nadvarlete koné¢, z cehoz vyplyva, ze samotné kroky
metodiky jsou zdroven soucasti vysledkl. Tato prace predklada nejen spolehlivou metodu pro
tyto ucely vytvofenou na zaklad¢ bioinformatické analyzy a postupii molekularni biologie.
Zabyva se také detekci vSech Sesti transkripCnich variant, jejichz syntéza byla dosud jen
predikovana na zakladé anotace koniského genomu. Zaroven je tato prace jedinecna tim, ze se
zabyva konskym modelem, o kterém dosud nebyla ve spojitosti s molekulou CD151
publikovana zadna data.

6.1 Biologicky material

Volba biologického materialu byla dana zadanim. Varle pfedstavovalo jeden typ tkan¢,
tkané nadvarlete byly tii — hlava (caput), té€lo (corpus), ocas (cauda). Kazdy typ tkané byl
odebran péti hiebclim ve dvou biologickych replikatech, ¢imz byla zajisténa vyssi spolehlivost
vystupli analyz a umoznéna piipadna opakovatelnos. Dostupnost biologickych replikatt dava
také prostor pro optimalizaci metod. Veterindfem odebrané tkan¢ byly od chvile odbéru a
nasledné po celou dobu pievozu uchovavany na suchém ledu. Poté byly ulozené pfi
v hlubokomrazicim boxu teploté -80 °C. Z teploty -80 °C byly vzorky tkéani ihned vlozeny do
tekutého dusiku, ze kterého byly vyjmuty vzdy az v okamzik piipravy na homogenizaci tkané.
Tento postup se ukazal jako vhodny pro zachovani integrity RNA molekul pro dalsi analyzy.

Citlivost RNA k degradaci je opakovan¢ diskutovana. Pro tucely stabilizace RNA
v Cerstvé odebnanych tkanich byl vyvinut roztok RNAlater, ktery ma v soucasnosti nékolik
komerénich vyrobct (napt. Sigma, Thermo Fisher Scientific). RNAlater byl pfed zmrazenim
pii -80 °C aplikovan pfi manipulaci se vzorky biopsie varlete (Das et al. 2010) i nadvarlete
(Johnston et al. 2005). AvSak komparativni studie Wang et al. (2018) prokézala, Ze vysoké
kvality totalni RNA je mozné dosdhnout i bez stabilizatoru, a to bud’ z cerstvych vzorkli nebo
ze vzorkll zmrazenych tekutym dusikem. V této studii byla vytéznost celkové RNA izolované
z tkang varlete, kterd byla ulozena v tekutém dusiku, dokonce o néco vyssi v porovnani s RNA
izolované z tkan¢ oSetfené RN Alaterem. Vyvstala také otazka, zda nemulize pouziti stabilizatoru
zpisobit nezadouci zmény ve tkani, které by pusobily v nekterych ohledech inhibi¢né.
Suhovskih et al. (2019) naptiklad zaznamenali snizeni imunoreaktivity histologickych
preparati a zménu morfologie tkdni mozku, jater a ledvin. Degradaci proteint v mozkové tkani
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pozorovali také Wang et al. (2018). Tito autofi nicméné uvadi, ze na prubéh qRT-PCR nemél
zpisob uchovavani tkani vliv. Pfi spravné manipulaci je tedy postup navrhovany v této praci
adekvatni.

6.2 Izolace RNA a jeji kvalita

Veskeré povrchy a nastroje byly preventivné oSetieny ethanolem a inhibitorem RNéaz
RNase ZAP™ (Sigma), ¢imz bylo zabranéno enzymatické degradaci RNA molekul. Vzorky
tkani byly homogenizovany v lyzacnim roztoku za pouziti homogenizatoru. K izolaci totalni
RNA byl pouzit komeréni kit Gen Elute™ Mammalian Total RNA Miniprep, vyuZivajici
technologii vazebnych kolonek. Vyrobcem je doporucovéno pro optimalni vysledky pouZzit
vzorek tkan¢ o hmnotnosti 25-40 mg. Tento pozadavek byl splnén a byl dodrzen postup
protokolu, vcetné navrhovanych preventivnich kroki. RNA byla zvazebnych kolonek
eluovéna elu¢nim roztokem dodanym v kitu. Koncentrace izolované RNA a jeji kvalita byla
zmétena UV spektrofotometrem, jehoz vystupy zobrazuji Tab. 4-8. Koncentrace totalni RNA,
tedy veskeré RNA izolované z tkdné, se u tkan¢ varlete pohybovala mezi hodnotami 22 az
41 ng/pl a u tkané nadvarle mezi hodnotami 24 az 69 ng/ul. Kvalitu popisuji parametry
A260/A280 a A260/A230, které byly u obou typt tkdni ptiblizné stejné. Hodnoty A260/A280
se pohybovaly mezi 1,88 az2,21. Parametr A260/A230 nabyval hodnot 1,85 az 2,30. Primérna
hodnota vsak byla 2,03 pro A260/A280 a 2,07 pro A260/230.

Vzhledem k tomu, Ze by se tyto parametry znacici Cistotu mély ptiblizovat hodnot¢ 2
(Wilfinger et al. 1997), Ize schopnost kitu eliminovat kontaminaci proteiny a DNA vyhodnotit
pozitivné. K pfiznivym hodnotdm méfeni absorbance A260/230 jisté prispélo také oSetieni
vazebné kolonky enzymem DNézou.

Posouzeni namétené koncentrace izolované RNA je spiSe subjektivni. Neexistuji totiz
zadné obecné zasady tykajici se poZzadovaného mnozstvi RNA. Koncentrace vstupni RNA vzdy
zavisi na senzitivité metod, které jsou pouzity k dalSimu zpracovéani nukleovych kyselin. Proto
je pfi studiu genové exprese diilezité vzdy optimalizovat postupy a podminky pro konkrétni gen
(Imbeaud et al. 2005). Pro tcely reverzni transkripce a méfeni genové exprese CDI51 i
housekeepingového genu ACTB pomoci qRT-PCR bylo mnoZstvi vstupni mRNA i cDNA
dostacujici, o ¢emz vypovida standardni priitbé¢h amplifikacnich kiivek.

Na trhu existuje mnoho kit ur¢enych k izolaci celkové RNA, avSak n¢které nemusi byt
vhodné k préci se sam¢imi reprodukénimi tkaném. K izolaci RNA z tkané varlete kon¢ pouzili
Das et al. (2010) kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). Anderson et al. (2015) pouzili pro tkan
nadvarlete kong kit Direct-zol RNA MiniPrep Kit (Zymo Research). Castou metodou izolace
je také komer¢né vyrabény roztok TRIzol, fungujici na zéklad¢ fenol-chloroformové metody.
RNA byla timto zpiisobem izolovéana napiiklad z varlete a nadvarlete berana (Jin et al. 2015),
z mySsiho nadvarlete (Johnston et al. 2005) a nadvarlete jaka (Zhao et al. 2019). Johnston et al.
(2005) vzorky jesté dale purifikovali vazebnymi kolonkami z kitu RNeasy Mini Kit, aby byla
zajisténa Cistota RNA, ktera mize predstavovat pti fenol-chloroformové metodé problém (Toni
et al. 2018). Pfesnou vytéznost uvadi z téchto autorti jen Das et al. (2010), ktefi za pouziti
stabilizatoru RNAlateru a zminéného izola¢niho kitu ziskali z tkané varlete 376-428 ng/ul
totalni RNA. Jak jiz bylo ale feceno, takto vysoké koncentrace nejsou pro ucely méteni exprese
CD151 nutné.
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Komeré¢ni kit Gen Elute™ Mammalian Total RNA Miniprep byl vyhodnocen jako
optimalni prostfedek k izolaci RNA z varlete a nadvarlete koné.

6.3 Primery

Na zakladé sekvence genu CDI51 v referencnim genomu FEquus caballus 3.0
(GCF _002863925.1) z databaze NCBI bylo v programu Primer3 Input 0.4.0 navrZzeno pét
primerovych part pro CDI151 a jeho sestfihové varianty X1-X6. Primery byly oznaceny jako
F1-4 a R1-5. Pro housekeepingovy gen ACTB, ktery byl pouzit jako kontrola pfi stanovené
genové exprese, byly navrzeny dva primery F+R. Sekvence vSech primerq, jejich délka a T
jsou k nahlédnuti v Tab. 3. Oblast nasedani v referencnim genomu, specifita a ocekavana délka
amplikonl byly vyhodnoceny v programu Primer BLAST, jehoz vystupy ukazuji Obr. 11-15.

Pro stanovené obecné genové exprese CD151 byl vybran primerovy par FI1+R1, ktery
nasedd na cDNA v oblasti, ktera je spolecné pro vSechny transkripcni varianty. Tato sekvence
zaroven odpovida transkripcni varianté X1. Pouziti téchto primert tedy umoznuje kvantifikovat
expresi genu bez ohledu na transkripéni variantu exprimovanou v dané tkani. Protoze jde o
primery, na kterych je postavena kvantifikace amplifikace pfi qRT-PCR a tim padem také
hodnoceni exprese CD151 v danych tkanich pomoci metody Ratio ACq, bylo velice dilezité
spolehlivost tohoto paru primerii nalezité otestovat. Stejné naroky byly kladeny i na primery
F+R housekeepingového genu ACTB.

Nejprve byly primery CD151 (F1+R1) a ACTB (F+R) podrobeny analyze teploty tani T,
pii které byla prokazana amplifikace jednoho specifického produktu (viz Obr. 16, 17). Déle
byla métena eficience reakce na zakladé fedici fady za vzniku standardni kiivky (viz Obr. 18,
19). Hodnoticim parametrem pii této metod¢ je sklon kiivky vyjadieny jako Cq a eficience (E).
Sklon ktivky CDI151 byl Cq = —3,41 a kiivky ACTB Cq = —3,39. Hodnota Cq = —3.32
ptedstavuje perfektni 100% eficienci, cilem tedy je pfiblizit se této hodnoté co nejbliz (Nassiri
et al. 2017). Eficience (E) primerd CD/51] byla stanovena na hodnotu E = 1,965. U primerti
genu ACTB byla hodnota E = 1,971. Hodnota E studovaného i housekeepingového genu by si
méla byt co nejpodobnéjsi a zadroven by se méla blizit hodnoté E = 2, kterad vyjadiuje 100%
eficienci amplifikace (Nassiri et al. 2017). Na zaklad¢ parametri Cq a E byla eficience téchto
dvou primerovych parit hodnocena ptiznive. Primery byly vyhodnoceny jako specifické a byly
pouzity k dalSimu zkouméni genové exprese pomoci qRT-PCR.

Ptesnost amplifikace CD151 za vyuziti primert F1+R1 byla dale ovéfena sekvenovanim
syntetizovanych amplikont, které pochéazely ze vSech ctyf typh tkani hiebce 5. Na zakladé
porovnani sekvenci z jednotlivych tkani v programu BioEdit version 7.2.5 (viz Obr. 23) bylo
prokéazano, Ze tato dvojice primertt amplifikuje pozadovanou ¢ast genu CD 151 ve vSech tkanich
stejné. Primery F1+R1 jsou tedy vhodné pro hodnoceni relativni exprese ve varleti 1 nadvarleti.
Sekvenace umoznila také provedeni dalSich bioinformatickych analyz zasahujicich do oboru
genomiky. Ziskand nukleotidova sekvence prokdzala 100% shodu se sekvenci transkripéni
varianty X1 genu CD151 v referen¢nim genomu koné¢ domaciho (Equus caballus) (Hestand et
al. 2015) v databazi NCBI (viz Obr. 22). To znamena, Ze navrzené primery opravdu amplifiku;ji
oblast, podle které byly navrzeny. Navic vykazovala tato sekvence také 100% homologii se
sekvenci odpovidajici CDI51 v referenénim genomu dvou dalSich zastupct rodu Equus,
konrétné osla domaciho (Equus asinus) (Huang et al. 2015) a koné ptevalského (Equus
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przewalskii) (Huang et al. 2014) (viz Obr. 24). Primery F1+R1 jsou tim padem vhodné pro
vyzkum CDI51 i u téchto druht.

6.4 Detekce transkripénich variant

Na zaklad¢ anotace referencniho genomu koné¢ domaciho v databazi NCBI byla
predikovana mozna exprese Sesti transkripCnich variant X1-X6 genu CDI51 (viz Tab. 1)
(Hestand et al. 2015). Pro ucely amplifikace a detekce sestfihovych variant byly navrzeny
primery F2+R2, F3+R3, F4+R4 a F3+RS5. Protoze se jedna o sestfihové varianty jednoho genu
a amplikony cDNA jsou syntetizovany podle templatové mRNA, obsahuji sekvence cDNA jen
exony, nikoliv introny. SloZeni exonli v jednotlivych transkripénich variantach se prekryva,
nebylo tedy mozné navrhnout primery tak, aby jeden par amplifikoval jen jednu variantu X.

Zvolenym postupem pro identifikaci transkripénich variant bylo porovnani délkovyho
polymorfismusu amplikont v gelové elektroforéze, kde byly separovany PCR produkty z péti
reakci (viz Obr. 20). V kazdé reakci byl pouzit jeden par primerq, které byly zminény vyse.
Dodatecné bylo tieba provést restrikéni St€peni produktu primert F3+RS. Tyto primery mély
tvotit amplikon varianty X2 a X5 o délce odliSujici se jen péti pary bazi. Separace pomoci
elektroforézy v agar6zovém gelu nedokaze rozlisit takto malé rozdily, proto bylo provedeno
Stépeni restrikénim enzymem, ktery rozpozna specifické restrikéni misto v amplikonu jen jedné
z téchto dvou transkripnich variant. Po separaci restrikénich fragmenti a nenastépeného
amplikonu v elektroforéze byly detekovany ob¢ varianty X2 a X5 (viz Obr. 21). Jen pfi
spolecném vyhodnoceni téchto reakci lze detekovat transkripcni varianty podle postupu
popsaného v podkapitole 5.2.6 Vybér primeri a rozliSeni transkripcnich variant.

Expresi transkripéni varianty X1 nelze dokazat. Sekvence varianty X1 v sob¢ zahrnuje
sekvence vSech ostatnich transkripénich variant X2-X6, neni proto mozné navrhnout primery
tak, aby amplifikovaly ¢ast cDNA unikatni pro X1. Jeji exprese je vSak predpokladana.

VSechny ostatni transkripéni varianty X2, X3, X4, X5 a X6 byly Gspésné¢ detekovany
prostiednictvim popsanych metod ve tkanich varlete i nadvarlete.

6.5 Podminky qRT-PCR

Pro reverzni transkripci byl pouzit kit Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(Roche). Vysledna cDNA byla nafedéna na pozadovanou koncentraci a bud’ rovnou pouZita pro
reakci kvantitativni Real-Time PCR nebo ulozena pfi teploté 20 °C. Pro qRT-PCR byl pouZit
kit FastStart Essential DNA Green Master (Roche). Gen CD151 byl amplifikovan pomoci
primerd F1+R1 a zaroveil byl amplifikovan také housekeepingovy gen ACTB jako interni
kontrola. Amplifikace probihala termocykleru LightCyclere Nano (Roche) za vyuziti
fluorescen¢niho barviva SYBR Green 1. Amplifikacni kiivky mély standardni tvar, vstupni
mnozstvi mRNA bylo tedy dostacujici a cDNA vhodn¢ nafedéna. Méfeni exprese probehlo ve
vSech tkénich a replikatech, které dohromady tvoftily 40 vzorkl (viz Tab. 2). Gen pro B-aktin
(ACTB) byl vyhodnocen jako optimalni pro normalizaci Cq hodnot genu CD/51 a stanoveni
relativni genové exprese ve tkani varlete a nadvarlete kong.
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Jankovicova et al. (2020a) v rdmci svého vyzkumu provedli stanoveni relativni exprese
mRNA CDI51 v mySich spermatogoniich, spermatocytech, spermatidach a ve varleti. Jako
housekeepingovy gen uspésné pouzili Rps2.

Vice relevantnich zdroji pro porovnani vysledki a postupti neni dostupnych.
Publikované studie zabyvajici se tetraspaninem CD151 v reprodukénim traktu jsou zalozené
bud’ na genovém knockoutu (Wright et al. 2004) nebo detekci v membrané oocytu jinymi
metodami (Wolf et al. 2003; Ziyyat et al. 2006).

6.6 Hodnoceni relativni exprese

Vystupem kvantitativni Real-Time PCR byly hodnoty Ratio ACq vychazejici z hodnot
Cq genu CD151 a housekeepingového genu ACTB. Hodnoty Ratio ACq vSech tkani a replikatt
slouzily jako vstupni data pro hodnoceni genové exprese a statistické analyzy (viz Tab. 10).
Kromé vyvoje samotné¢ metody stanoveni relativni exprese CD151 byla zaroven vyhodnocena
obecna relativni exprese na zadklad¢ ziskanych dat. Dale byly posouzeny mozné vlivy na
variabilitu exprese CD151 — hiebec, typ tkané a replikat.

Vliv na variabilitu genové exprese byl prokazan (p < 0,05) u faktort tkan a hiebec. Ve
vSech tfech tkanich nadvarlete byla relativni exprese minimalni v porovnani s varletem, kde
byla exprese znatelné¢ vys$i. V nadvarleti byly nejvyssi hodnoty naméteny v hlavé (caput)
tohoto organu (viz Graf 4). V téle (corpus) a ocasu (cauda) nadvarlete byla exprese nizsi a
zaroven byla mezi témito dvéma tkdnémi srovnatelnd (viz Tab. 13). Vyrazny rozdil v expresi
mezi varletem a nadvarletem se projevil také na histogramu (viz Graf 1) a vyssi hodnotou
rozptylu, ktery proto nebyl vyhodnocen jako homogenni. Histogramem nebylo nepotvrzeno
normalni rozd€leni z diivodu znatelné vyssiho podilového zastoupeni vzorka nadvarlete oproti
vzorkiim varlete a jiz zminéné rozdilné exprese. To se projevilo vysokym prvnim sloupcem
v histogramu.

U hiebct byla exprese srovnatelnd vzdy mezi dvojici jedinct. Nejvyssi exprese byla
niz$ich hodnot je degradace RNA ve tkani zptisobena nevhodnou manipulaci ¢i uchovavanim
vzorkl pii odbéru v pribehu kastrace, pti pfevozu nebo v laboratofi. Degradace RNA by vedla
k nizSimu mnozstvi vstupni mRNA a nasledné cDNA. Neexistuji prikazné davody
k ptedpokladu, ze by se za fyziologickych podminek exprese CD151 v reprodukcnich tkanich
odliSovala mezi jedinci. Vzhledem k tomu, Ze se integrita membran hiebc¢ich spermii snizuje
v zévislosti na fotoperiodé (Crespo et al. 2020), lze vSak spekulovat, Ze by mohla byt vlivem
vngjSich podminek a hormondlni regulace ovlivnéna i exprese membranovych proteinti jako
jsou tetraspaniny. Patologické pfiCiny jsou v tomto ptipadé nepravdépodobné, protoze ackoliv
statistickych analyz srovnatelna s hodnotami naméfenymi u hiebee 1.

Zda se jednalo o replikat A ¢i B nemélo na expresi vliv (p > 0,05), a to ziejmé z diivodu,
ze oba replikaty pochazely vzdy ze stejné tkan€. 1zolace RNA byla provedena vétSinou pro oba
replikaty v jeden den, takze byly oba replikaty vystaveny stejnym podminkam pii manipulaci.

Jankovicova et al. (2020a) namétili u mysi ve varleti expresi CDI151 srovnatelnou
s housekeepingovym genem Rps2, zatimco ve spermatogoniich byla exprese tohoto genu
zvySena. Ve spermatocytech byla detekovana nizka exprese. Toto by mohlo naznacovat, Ze se
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CD151 zabudovava do membrany spermii spiSe v ramci spermatocytogeneze nez v prub&hu
post-testikularniho zrani. Tuto hypotézu podporuji i vysledky této prace, tedy vyssi exprese ve
varleti a znatelné niz8i v nadvarleti. Otazkou potom zistava, zdali dochdzi k transportu této
membranové molekuly i1 prostiednictvim epididymosomi, ve kterych byly detekovany
transkripty CD151 (Nixon et al. 2019). V souladu s nasimi vysledky by se mohlo jednat bud’ o
CD151 exprimované v malé mife epitelem nadvarlete a sekretované v epididymosomech do
lumen orgéanu za tcelem transportu molekul k dozravajicim spermiim nebo o CD151, které se
fyziologicky vyskytuji v membrané epididymosomi jakozto transmembranovd molekula
udrzujici integritu a zprostfedkovavajici membranové interakce.

Dale byla relativni exprese CD151 na Grovni RNA stanovena u ¢lovéka v ramci projektu
The Human Protein Atlas (Uhlén et al. 2015). Exprese ve varleti byla méfena v buiikach
semenotvornych kandlkd a v Leydigovych buiikdch, v obou piipadech byla exprese nizka.
V nadvarleti byla relativni exprese také nizkd. Na strankdch atlasu nejsou k dispozici zadné
blizsi detaily ohledné€ pouzité metodiky a ani housekeepingového genu, ke kterému bylo méteni
exprese vztazeno, proto maji tato data spiSe informacni charakter.
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7 Zavér

Literarni reSerSe se zabyvala koifiskym modelem, spermatogenezi, zranim spermii
v nadvarleti a oplozenim. Déle byly blize popsény tetraspaninové proteiny a jejich funkce
v reprodukci. Konkrétné byla tato prace zamétena na tetraspanin CD151 a jeho gen. V posledni
casti literarni reSerSe byly vysvétleny principy, na zakladé kterych funguji metody pouzité
v experimentalni ¢asti.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly identifikovany exonové oblasti a varianty
sestithu pomoci bioinformatické analyzy kofiského genu CDI51. Nasledné byly navrzeny
primerové pary vhodné pro nasledné stanoveni relativni exprese metodou qRT-PCR s vyuzitim
fluorescencniho barviva SYBR Green (Roche). Byla ziskana cDNA z varlete a ze tii
anatomickych oblasti nadvarlete 5 hiebct. Kazda tkan byla odebrana ve dvou replikatech. Jako
housekeepingovy gen pro normalizaci hodnoceni relativni genové exprese byl vybran gen
ACTB, ktery se prokazal jako vhodny pro méfeni exprese ve varleti a nadvarleti koné doméciho.
Vysledky méteni exprese qRT-PCR a vliv moznych faktorii na expresi byly statisticky
vyhodnoceny. Cile prace byly tedy splnény.

Vlastni zavéry prace Ize formulovat jako odpovéedi na vyslovené hypotézy:

e Gen CDI151 vykazuje expresi ve tkdni varlete i nadvarlete konég, a to v takové mite, ktera
je detekovatelnd metodou qRT-PCR s vyuzitim barviva SYBR Green barviva (Roche).

e Vsech 6 popsanych transkripénich variant kofiského genu CDI51 je exprimovano ve
vSech zkoumanych tkanich varlete i nadvarlete. Transkripéni varianty X2-X6 byly
piimo detekovany. Transkripéni variantu X1 jako jedinou nelze detekovat, avsak jeji
exprese je predpokladana.

e Sekvence transkripcnich variant vykazovaly homologii dostatecnou na to, aby mohl byt
navrzen marker vhodny pro hodnoceni obecné relativni exprese CD151 bez ohledu na
transkrip¢ni variantu exprimovanou ve tkani. Bylo prokazano, ze exprese je zavisla na
tkani.

e Identifikace inzer¢né-delec¢nich polymorfismii umoznila navrhnout specifické primery
pro amplifikaci a potvrdit pomoci separace amplikont v elektroforéze a restrikéniho
Stépeni pfitomnost vSech transkripénich variant s vyjimkou varianty X1.

Tato diplomova prace predklada nové vyvinutou metodu, s jejiz pomoci lze spolehlivé
hodnotit relativni expresi genu CD151 a rovnéz detekovat vSech Sest transkripénich variant ve
varleti a nadvarleti kon¢ doméciho. CD151 je obecné povazovan za jednu z kandidatnich
molekul, kterd by se mohla skryvat za stale nepopsanymi mechanismy vedoucimi k fuzi gamet.
Na tomto poli stale probiha aktivni vyzkum a modelem koné se ve spojitosti s tetraspaniny
dosud nikdo nezabyval. Zde vyvinutd metoda je jednoznacné ptfinosem pro vyzkum exprese
genu CDI151, jeho transkripénich variant, kdédovaného proteinu a piipadnych proteinovych
izoforem, které by mohly v procesu oplodnéni plnit rizné fyziologické funkce.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

aa
ACBT
ADAM
bp
cAMP
CD
cDNA
CNV
CP

Cq

Ct
Czu
ddPCR
DNA
dNTP
ECI
EC2
FAPPZ
FR
FSH
GAPDH
Gb
gDNA
GFP
GnRH
GPI
GPX5
ICSI

KO
LED
LEL
LH
MIF
MIT
MMSDH
mRNA
NCBI
PCR
PGC
piRNA

amino acid, v pfekladu aminokyselina
beta-aktin

a disintegrin and metalloproteinase

base pair, v ptekladu par bazi

cyklicky adenosinmonofosfat

cluster of differentiation

komplementarni DNA

copy number variant

crossing point

quantification cycle

threshold cycle

Ceskéa zemédélska univerzita

droplet digitalni PCR

deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidtrifosfat

velka extracelularni smycka

mald extraceluldrni smycka

Fakulta agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdrojti CZU v Praze
folatovy receptor

folikulostimulaéni hormon
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

gigabaze

genomickd DNA

green fluorescent protein

gonadotropin releasing hormon
glykofosfatidyinositol

enzym glutathion peroxidaza

intracytoplasmic sperm injection, vpraveni spermie do cytoplazmy
oocytu in vitro

genovy knockout

Light-Emitting Diode, v pfekladu elektroluminiscen¢ni dioda
long extracellular loop, v pfekladu dlouha extracelularni smycka
luteiniza¢ni hormon

inhibi¢ni faktor migrace mikrofagt
Massachusetts Institute of Technology
methylmalonat-semialdehyd dehydrogenaza
messanger RNA, tézZ nazyvand mediatorova
National Center for Biotechnology Information
polymeréazova fetézova reakce

primordial germ cells

piwiRNA
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gqRT-PCR
RFP
RNA
RPL13a
RPS18
RPS2
rsRNA
SDF
SEL
SNP
SPAMI1
sRNA
TEM
Tm
tRNA
tsRNA
ZP
ZP1/2/3

kvantitativni real-time PCR

red fluorescent protein
ribonukleova kyselina
ribozomalni protein L13a
ribozomalni protein S18
ribozomalni protein S2
ribosomal small RNA

sperm DNA fragmentation
mal4 extraceluldrni smycka
single nucleotide polymorphism
sperm adhesion molecule 1
small RNA
tetraspanin-enriched microdomain
melting temperature

transfer RNA

tRNA-derived small RNA

zona pellucida

zona pellucida protein 1/2/3
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