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Vyvoj metody stanoveni relativni exprese genu CD9 a
CD81 kodujicich tetraspaninové proteiny ve varleti a

nadvarleti koné domaciho s vyuzitim termocykleru
LightCycler® Nano (Roche)

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyvala metodikou stanoveni relativni exprese genti CD9 a
CD81 ve varleti a nadvarleti kon¢ domaciho. Tyto geny koduji tetraspaninové proteiny, které
jsou exprimovany vruznych tkanich zZivoc¢iSnych organismi. CD9 a CDS81 jsou
transmembranové proteiny s fadou funkci, at’ uz jde o funkce fyziologické, tak i patologické.

Analyza exprese geni CD9 a CDS81 byla provedena u vzorkli péti jedinct koné
domaciho, které byly odebrany veterinarnim lékafem ve dvou biologickych replikatech.
Studovéna byla exprese gentl v tkani festes a ve vsech morfologickych castech epididymis, tedy
caput, corpus a cauda epididymis. Z tkani byla izolovand RNA pomoci metody vazebnych
kolonek, které na sebe navazi RNA z lyzatu. [zolovana RNA byla zmraZzena v kapalném dusiku
a skladovana pii teploté -80°C. Izolace RNA touto metodou probéhla bez obtizi. Vyslednda RNA
nem¢éla tendence degradovat a neobsahovala kontaminanty.

Bylo navrzeno pét part primert pro kazdy CD gen (F1/R1 az F5/R5) a jeden par primert
pro house keepingovy gen B-aktin. Tyto primery byly testovany, dle stanovenych pozadavki.
Byla hodnocena specifi¢nost amplifikace pomoci elektroforetického testu, sekvenace
amplikont, byla stanovena teplota tani produktu qRT-PCR a hodnota eficience CD geni a
house keepingového genu. Pro gen CD9 byl pouzit primerovy par F4/R4 a pro gen CD81
primerovy par F2/R2, jelikoz nejlépe splinovaly dané pozadavky.

Cilem prace bylo zjistit, ktery z faktora (gen, typ tkan, jedinec, biologicky replikat) ma
vliv na expresi danych CD genti. Vyhodnoceni bylo provedeno metodou stanoveni relativni
exprese genit CD9 a CD81 pomoci qRT-PCR. Ke statistickému vyhodnoceni byla stanovena
hodnota Ratio ACq, kterd byla vztazena k house keepingovému genu f-aktin (ACTB).
Z vysledki prace vyplyva, ze faktor, ktery ovliviiuje miru exprese je tkan a gen. Gen CD81 se
vice exprimoval v testes a gen CD9 se exprimoval vice v epididymis koné domaciho. Oba geny
se nejméné exprimovaly v cauda epididymis. Srovnani s vysledky dalSich autord je slozité.
Rada autorti se soustfedi na detekci proteinil na spermii, a nikoliv na expresi genit CD ve
varlatech a nadvarletech, ptesto, ze jsou spermie transkripéné neaktivni. Dal§im problémem je
fakt, ze studie exprese CD9 a CDS81 u koné¢ doméaciho nebyla dosud publikovana. Nicméng,
pies znacnou variabilitu napii¢ modelovymi druhy, vysledky odpovidaji studiim, které tyto
proteiny detekovaly na spermiich ve varleti a nadvarleti.

V priibéhu toho dvouletého vyzkumu databaze Ensembl publikovala informace o tfech
transkripcnich variantdch genu CD81. Na zéklad¢ téchto informaci doporucuji vyvoj dalich
expresnich markrt, které odlisi tyto tfi transkripéni varianty a budou tedy navrzeny do exontl,
kterymi se tyto tii transkripéni varianty 1isi.

Reseni diplomové prace bylo podpofeno projekty GA FAPPZ Studium geneticky
podminénych vlastnosti s vyuzitim molekularné-genetickych, bioinformatickych a statistickych
metod (SV20-9-21360), Molekularni analyza nukleovych kyselin rostlin a zivo¢ichli a moznosti
jejiho hodnoceni s vyuzitim metod bioinformatiky a biostatistiky (SV19-07-21360) a projektu



CIGA ZlepSeni mrazitelnosti hiebCich spermii pfidanim proteini semenné plazmy do
kryokonzerva¢niho média (2018200).

Klicova slova: kin domaci, Equus caballus, geny CD9 a CD81, tetraspaniny, exprese, qRT-
PCR, sekvenace



Development of a method for determining the relative
expression of CD9 and CD81 genes encoding tetraspanin
proteins in the testis and epididymis of a domestic horse

using the LightCycler® Nano (Roche) thermocycler

Summary

This diploma thesis dealt with the methodology of determining the relative expression
of CDY9 and CDS81 genes in the testis and epididymis of a domestic horse. These genes encode
tetraspanin proteins that are expressed in various tissues of animal organisms. CD9 and CD81
are transmembrane proteins with a number of functions, both physiological and pathological.

Analysis of CD9 and CDS81 gene expression was performed on samples from five
domestic horses that were collected by a veterinarian in two biological replicates. The
expression of genes in the tissue tested on all morphological parts of the epididymis, ie caput,
corpus and cauda epididymis, was studied RNA was isolated from the tissues using binding
columns, which bind RNA from the lysate. Isolated RNA was frozen in liquid nitrogen and
stored at -80 °C. RNA isolation was performed without any difficulties. Isolated RNA did not
tend to degrade and contained no contaminants.

Five primer pairs were designed for each CD gene (F1/R1 to F5/R5) and one primer pair
for the housekeeping gene B-actin. These primers have been tested in complience with set
requirements. The specificity of the amplification was evaluated by means of an electrophoretic
assay, sequencing of the amplicons, the melting temperature of the qRT-PCR product and the
efficiency value of the CD genes and the housekeeping gene were determined. The F4/R4
primer pair was used for the CD9 gene and the F2/R2 primer pair for the CD81 gene, as they
met the requirements accordingly.

The goal of this study was to find out, which of the factors (gene, tissue type, individual,
biological replicate) affects the expression of given CD genes. Evaluation was conducted by
determining the relative expression of the CD9 and CD81 genes by qRT-PCR. For statistical
evaluation, the Ratio ACq value was determined with regard to the B-actin housekeeping gene
(ACTB). From the results, it can be concluded that the factors affecting the level of gene
expression are tissue and gene. The CD81 gene was expressed more in the festes and CD9 gene
was expressed more in the epididymis of the domestic horse. The lowest level of expression for
both genes was measured in the cauda epididymis. Comparison with results from other authors
is difficult. Many authors focus on the detection of proteins in sperm membrane, not on the
expression of CD genes in testes and epididymis, even though sperm cells are transcriptionally
inactive. Another issue is that there have been no publications about the expression of CD9 and
CD8]1 in the domestic horse so far. Nevertheless, despite considerable variability across model
species, our results are in agreement with the results from published research, that detected
these proteins in sperm in the testis and epididymis.

During this two-year study, the Ensembl database published information on three
transcriptional variants of CD81. Based on this information, I recommend the development of
more expression markers, which differentiate these three transcriptional variants and will
therefore be designed into specific exons, which are different in each variant.
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1 Uvod

Oplodnéni je velmi slozity proces, k némuz dochézi, kdyZ se spermie a vajicko vzajemné
rozpoznaji a fizuji, za tc¢elem vzniku nového, geneticky odlisSného jedince (Gadella et al. 2001;
Okabe 2013). Aby spermie byla schopna oplodnit vajicko, musi projit fadou modifikaci
v prub¢hu procesu zrani ve varlatech, nadvarlatech a vyvodnych pohlavnich cestach (Asquith
et al. 2004; Caballero et al. 2013). V okamziku ejakulace se do samic¢iho reproduk¢éniho traktu
uvolni miliony spermii, které prod¢€laji fadu morfologickych a fyziologickych zmén, zejména
na povrchu membrany. V nehostinném prostiedi pfichazeji spermie do kontaktu s tisici
bunkami, které ignoruji a putuji k cili, jimz je oocyt (Nixon et al. 2007; Bianchi et al. 2014).

vrwe

vvvvvv

v biologii. Pochopeni téchto molekuldrnich mechanismt je velmi dilezité pro porozuméni
procesu oplozeni, a s tim souvisejici 1é€bé neplodnosti lidi 1 zvifat (Nixon et al. 2007;
Jankovicova et al. 2020).

Je prokédzano, Ze tetraspaninové proteiny CD9 a CD81 jsou velmi dulezité pro
membranovou interakci béhem oplozeni (Jankovicova et al. 2020). Tetraspaniny jsou zapojeny
do mnoha bunéénych mechanismi (Hemler 2001). Maji vyznamnou roli béhem raznych
zasadnich patologickych i fyziologickych dé&jt v téle, jakymi jsou: infekce, rakovinné bujeni,
fertilizace a fada dalSich (van Spriel & Figdor 2010; Hemler 2014; Frolikova et al. 2018).
Mohou interagovat s fadou dalSich proteinti, jako jsou integriny, ¢leny superrodiny
imunoglobulint, protedzy, a jsou schopni se propojit mezi sebou a vytvofit sit’ (Hemler 2001).

Dosud byla uskute¢néna fada studii popisujicich expresi CD9 a CD81 vyuzivajici modelu
mysi, skotu a ¢loveka a velmi malo studii se zabyvalo expresi mRNA téchto proteina ve varleti
a nadvarleti savcu (Nixon et al. 2007; Ito et al. 2010; Jankovicova et al. 2015; Frolikova et al.
2018). Avsak zadna studie se nevénovala expresi téchto gent ve varlatech a nadvarlatech koni.
Spermie jsou transkripéné neaktivni, tudiz schopnost fertility ziskavaji pfi prichodu varletem
anadvarletem diky postraslacnim Gipravam, modifikacim membrany a molekulam, které ziskaji
z epididymalni tekutiny (Jervis & Robaire 2001; Galti et al. 2004; Caballero et al. 2013).
Exprese proteinii ve varleti a nadvarleti, ptipadné v pfidatnych pohlavnich zlazéach, je velmi
dualezita k pochopeni mechanismu vazby spermie a oocytu.

Cilem této prace bylo zvolit vhodnou metodu pro detekci exprese gent CD9 a CD81 ve
varlatech a nadvarlatech kon€ domaciho a zjistit, ktery z faktord ma vliv na miru exprese téchto
genl. Byla popséna problematika CD81 a CD9 béhem fertilizace a porovnani s ostatnimi
modely.



2 Védecké hypotézy a cile prace

1. U genti CD9 a CD81 lze predpokladat bazalni expresi. Mnozstvi transkribované mRNA
téchto gent bude dostatecné pro detekci metodou qRT-PCR s vyuzitim SYBR Green
barviva (Roche).

2. U genia CD9 a CD81 kon¢ doméciho byla popséna pouze jedna transkrip¢ni varianta.
Lze ptedpokladat, Ze tato varianta bude exprimovana ve varleti ¢i nadvarleti.

3. Lze ptedpokladat, Ze varle a nadvarle budou vykazovat odliSnou relativni transkripci
genil CD9 a CDS]1.

4. Navrzené dvojice PCR primert budou vhodné pro potvrzeni specificnosti amplifikace
pomoci sekvenace.

Cilem prace je ovéfit platnost vyse uvedenych hypotéz. Na zakladé studia védecké
literatury bude zpracovana ucelena literarni reSerSe. Bude provedena bioinformaticka analyza
genit CD9 a CD81 kon¢ domaciho s cilem identifikovat exonové oblasti. Budou navrzeny
primerové pary umisténé v jednotlivych exonech genti CD9 a CD81 vhodné pro nasledné
stanoveni relativni exprese metodou qRT-PCR s vyuzitim SYBR Green barviva (Roche). Bude
vybran vhodny "house keeping" gen. Bude ziskdna cDNA z varlete a z rliznych oblasti
nadvarlete 5 hiebcl. Z kazdé tkané budou hodnoceny 2 biologické replikaty. Bude provedeno
statistické vyhodnoceni experimentt.



3 Literarni reSerse
3.1 Kin domaci (Equus caballus Linnaeus, 1758)

3.2 Reprodukce klisen

3.2.1 Sezonnost a estralni cyklus klisen

Klisny jsou sezéné polyestrickd zvifata, coz znamend, Ze b&hem rozmnozovaciho
obdobi prodélaji vice estralnich cykla (Graham et al. 2011). Estralni cyklus je definovan jako
obdobi od jedné ovulace k nasledujici, kdy béhem ovulace jsou hladiny progesteronu na
nejnizsi urovni (Blanchard et al. 1998). V ramci estralnich cykli, dochazi k fadé tizenych
anatomickych a hormonalnich zmén, véetné¢ zmén v chovani, které maji za tcel vyvrcholit
v ovulaci. Asi 20 % klisen je schopno ovulovat 1 béhem zimniho obdobi, nicméné vétsina klisen
potiebuje k uspésné ovulaci dlouhé dny jara, 1éta, pfipadné brzkého podzimu. Postupnym
zkracovanim dne a fotoperiody se snizuje pocet cykli a uspésnych ovulaci. Nejlepsi aktivita
vajecnikl se odhaduje kolem 15-16h délky fotoperiody, coz odpovida letnimu obdobi. Ro¢ni
cyklus klisny se rozdéluje na dvé obdobi. Od prvni ovulace na jafe do posledni ovulace na
podzim se mluvi o ovulacni fazi a druha faze je oznaCena jako zimni anestrus. Obé obdobi
rozd@luji prechodné faze (Graham et al. 2011).

Utinek zkracujiciho se nebo prodluzujiciho se dne ma vliv na epifyzu a hormon
melatonin, pficemz béhem zimnich mésicti je produkce melatoninu vysoka. Melatonin méa
inhibi¢ni uc¢inek na GnRH (gonadotropin-releasing hormon) z hypotalomu, ktery stimuluje
produkcei FSH (folikuly stimulujici hormon) a LH (luteiniza¢ni hormon) z hypofyzy, ktery idi
hormonalni aktivitu na vajecnicich (Graham et al. 2011). FSH je zodpovédné za recruitment
folikulti (rGst skupiny primordidlnich folikulit) a LH zodpovidé za zrani folikull, produkci
estrogenu folikuly, ovulaci a luteinizaci zlutého téliska (CL). Pravidelny estralni cyklus se pak
opird o rovnovahu mezi hypotalamem, epifyzou, hypofyzou, vaje¢niky a endometriem, ze
kterého se uvoliluje prostaglandin rozruSujici CL, pokud nedojde k oplozeni (Blanchard et al.
1998).

V priibéhu zimniho anestru je déloha klisen atonickd, suchd, s tenkou delozni sténou,
délozni Cipek je uvolnény a vajecniky jsou malé, pevné s minimalni folikuldrni aktivitou.
Hladiny LH i progesteronu jsou nizké a FSH kolisaji v ramci nepravidelnych folikularnich vin.
S prodluzujicimi dny jara, a snizujici se hladinou melatoninu, se na vajecnicich objevuji
folikuly rizné velikosti. Folikuly produkuji estrogeny, ale nikoliv v dostate¢ném mnozstvi, aby
ovlivnily GnRh a LH, a proto zatim nedochdzi k ovulaci. Hladina FSH zacina brzy stoupat a
zhruba od 15. dne pted prvni ovulaci mé klesajici tendenci. Zatimco LH hladina je zprvu nizka,
nekolik dnta pied ovulaci se zvySuje az do peaku kolem ovulace. S postupnym prodluzovanim
dne a pfibyvanim FSH a LH se folikul vyvine do finalniho tercialniho folikulu a ovuluje, ¢imz
zacne ovulacni faze. Po prvni ovulaci nasleduji pravidelné ovulace po zbytek rozmnozovaci
sezony (Graham et al. 2011).



3.3 Reprodukce hiebcii

Organy zodpovidajici za hormonalni a neuralni funkci sam¢i reprodukéni soustavy jsou:
hypotalamus, hypofyza, epifyza, vomeronasalni organ a varlata. Vliv epifyzy neni tak vyrazny
jako u klisen, jelikoz hiebec produkuje sperma napfi¢ celym rokem bez vlivu délky fotoperiody.
Nicméné vliv sezonnosti se projevuje na velikosti jeho varlat, objemu a kvalité ejakulatu, libidu
a koncentraci hormont, pfi¢emz nejlepSich hodnot dosahuje na jafe a v 1ét€ (Burns et al. 2011).

Pro spravné fungovani reprodukéniho systému hiebce jsou dilezité ¢ichové, zrakové a
hmatové vjemy. Pfi pfedvedeni fijné klisny pied hiebce vzroste koncentrace GnRH a LH diky
flémovani. Flémovani spocivd v nasati klisnich feromonl pfes vomeronaséalni Zlazy, které
zprostredkovavaji ¢ichové informace k hypotalamu. GnRH v hypofyze ovliviiuje uvoliiovani
LH a FSH, kter¢ tidi spermatogenezi a tvorbu steroidi. LH reguluje Leydigovy bunky varlat,
kreré produkuji steroidni hormony testosteron, estrogen a dihydrotestosteron. Tyto steroidni
hormony jsou dulezit¢ pro normalni pribéh spermatogeneze, ovliviiuji libido a piidatné
pohlavni zlazy samce. Soucasné estrogen a testosteron zpétnou vazbou ovliviiuji uvoliiovani
LH. FSH ovlivituje Sertoliho buniky, a tim produkci riznych sloucenin dilezitych pro vyvoj
spermii a tvorbu steroidnich hormont, jako je napiiklad inhibin a activin, které se vraci zpét
do hypofyzy, kde ovliviiuji mnozstvi uvoliiovaného FSH (Burns et al. 2011).

Htebci maji Casto psychologické problémy a problémy s chovanim. Rizné nemoci ¢i
nedostatky v chovu se pravdépodobné odrazi na reprodukéni schopnosti daného hiebcee, i kdyz
na prvni pohled s reprodukci vitbec nesouvisi. Existuje fada nemoci, které, pokud nejsou
1éCeny, jsou schopny ukoncit uchovnéni dané¢ho hiebce (Burns et al. 2011).

3.3.1 Anatomie sam¢ich reprodukénich organi

3.3.1.1 Varle (testes)

Varlata hebce jsou hmatatelna jako dvé ovalné struktury horizontalné ulozené v Sourku
(Marvan et al. 1998; Burns et al. 2011). Velikostn¢ varlata dosahuji 10-12 cm a vazi 400-600 g
(Marvan et al. 1998). Varle je hladké a je pokryto vrstvou hustého kolagenu a hladkého svalstva
zvanou bélavy obal (tunica albuginea), ktery je bohaté krven. Na bélavém obalu lezi poSevni
obal (tunica vaginalis), coz je rozsifend ¢ast pobtisnice lemujici Sourek. Mezi obéma vrstvami
je tenkd vrstva tekutiny vypliujici vaginalni dutinu, jejiz funkci je bezproblémovy hladky
pohyb varlat v Sourku (Lopate et al. 2003; Burns et al. 2011). Bélavy obal prortsta do
parenchymu varlete a tvoii vazivovymi piepazkami lalicky (Burns et al. 2011). Laltic¢ky maji
jehlanovity tvar s Sirokou bazi obracenou k bélavému obalu (Marvan et al. 1998). Centraln¢ se
vazivové piepazky spojuji do sttedového vaziva varlete zvaného mediastimum (Marvan et al.
1992; Slama et al. 2015). V kazdém laliicku je sto¢eno n€kolik (2-4) semenotvornych kanalkii,
coz vytvaii zrnitou strukturu (Slama et al. 2015). Kanalky jsou lemovany svalovymi buiikami
a fibroblasty pro usnadnéni pohybu spermii. Intersticialni tkan obsahuje pojivovou tkan, nervy,
krevni a lymphatické cévy (Lopate et al. 2003). Semenotvorné kanalky zacinaji slepé v periferii
lalicku a rizné se propojuji. Spojenim semenotvornych kanalka laliicku vznika kratky ptimy
kanalek (Marvan et al. 1998).



Autonomni inervace varlat hraje hlavni roli pfi regulaci mocopohlavnich funkci. Jeji
funkce je vysoce organizovana, zajiStuje ukladani a uvoliiovani moci z mocového méchyie,
reguluje transport a skladovani spermii v reprodukénim traktu a koordinuje sekreci ptidatnych
pohlavnich zlaz samce (Ricker et al. 1996; Hafez & Hafez 2000). Pro spravny vyvoj spermii je
nutno spermiim zajistit teplotu o 4-6 °C nizsi, nez je teplota téla, coz zabezpecuji svaly, které
zvedaji varle blize k télu, kdyz je chladno. Dale k termoregulaci pomaha Zilni systém varlete a
ktze Sourku s minimalnim obsahem tuku a soucasné¢ s mnoha potnimi zlazami (Lopate et al.
2003). U pohlavné nevyspélych hiebcil jsou varlata mensi a jejich semenotvorné kanalky jsou
uzké s jednou fadou nediferenciovanych bunék (Marvan et al. 1998).

Pfi narozeni obsahuji varlata velmi malo Leydigovych, Sertoliho i zdrode¢nych bunck
(Lopate et al. 2003). Pfed pubertou, u hiibat kolem 6 mésicti, se kanalky rozsituji, jiz obsahuji
lumen a ve vazivu zacinaji odd¢lujici se kanalky diferencovat intersticialni buiiky produkujici
hormony. Také dochézi k diferenciaci Sertoliho a Leydigovych bunék a zac¢ind nedokonalé
spermatogeneze (Marvan et al. 1998; Slama et al. 2015). U hiebct kolem 9 mésict se zvySuje
koncentrace LH a FSH (Lopate et al. 2003). V dobé& pohlavni dospé¢losti hiebce (12-18 mésicti)
jsou kanalky vystlany zarodecnym epitelem. Vicevrstevny zarodecny neboli spermatogenni
epitel naseda na bazalni membranu a jeho soucasti jsou Leydigovi a Sertoliho buiiky (Marvan
et al. 1998; Lopate et al. 2003; Slama et al. 2015).

3.3.1.1.1 Leydigovi a Sertoliho buiky

Leydigovi buiiky jsou nerovnomérné rozprostieny mezi semenotvornymi kanalky a
jejich funkei je syntéza a vylucovani pohlavnich hormont, zejména testosteronu a
dihydrotestosteronu, do varlat a lymphatickych cév (Hafez& Hafez 2000; Lopate et al. 2003).
Pohlavni hormony usnadnuji produkci spermii a podporuji sam¢i libido, chovani a sam¢i vzhled
(Lopate et al. 2003). Leydigovi buiikky maji polyedricky tvar, jejich cytoplazma obsahuje
bilkovinné krystalky a tukové kapénky (Marvan et al. 1998).

Podptirné Sertoliho buiiky jsou v zarodecném epitelu rozlozeny nerovnomérné
(Marvan et al. 1998). Se zacinajici pubertou se diferencujici zarode¢né buiky z celkové
cirkulace (Yzama et al. 1988). Jsou propojeny gap juction spoji, ¢imz vytvaii jakousi bariéru
mezi zarode¢nymi buiikami a imunitnim systémem. NaruSeni této bariéry miize mit za nasledek
neplodnost, jelikoz imunitni systém kon¢ by vyvijejici se spermie oznacil jako antigenni buiiky
a zniCil by je (Lopate et al. 2009). Stejn¢ tak bariéra slouzi k zamezeni vstupu spermii do
instersticia (Reece 2010). Sertoliho buiiky jsou velké, vysoké, Clenité bunky, nasedaji na
bazalni membranu a dosahuji az k lumenu kanalku (Obrazek 1). Jadro je tmavé se zietelnym
jadérkem, zbytek cytoplasmy je rozptyleny a okraje bunky neohranic¢ené (Hafez & Hafez 2000).
Cetné vybézky Sertoliho bunék obklopuji dutinky, ve kterych se zarode&né buiiky nachazi
(Slama et al. 2015). Vybézky Sertoliho buné¢k jsou v tésné blizkosti v§ech vyvojovych stadii,
aby byl mozny jejich ochranny a vyzivujici smysl (Obrazek 1) (Reece 2010). Jejich funkci je
produkce proteint usnadiiujici produkci spermii, zodpovidaji za vyzivu, fagocytuji produkty
spermatogennich buné€k, jsou 1 jejich diillezitou oporou a podileji se na vyvoji a diferenciaci
spermatid (Marvan et al. 1998; Lopate et al. 2003).

Diky Sertoliho bukdm se semenotvorné kandlky rozd€luji do dvou casti
(kompartmentti). Bazdlni kompartment je vnéjSi bazéalni cast, kterd umoznuje kontakt
s intersticidlni tekutinou a poskytuje prostor pro zarode¢né buniky. Adlumindlni kompartment
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je vnitini ¢ast, ve které jsou mezi Sertoliho buitkami mezery pro komunikaci s centralnim lumen
kanalku. Déleni spermatogonii v bazalnim oddilu kanalku umoznuje obménu bunék, které jsou
nuceny projit pres spoje Sertoliho bunck na cesté¢ do lumen kandlku. Béhem tohoto procesu
dochazi k diferenciaci a meioze do finalni podoby spermii (Reece 2010).

V pribéhu rozmnozovaci sezoény se zvysi pocet produkovanych spermii, 1 pocet
Sertoliho a Leydigovych buné¢k. S rostoucim vékem pocet Sertoliho bunék klesé v souvislosti
s degeneraci varlat. Spermie opoustéji kanalky do rete testis (sit kanalkti na zadni strané
varlete), pak do vyvodnych (eferentnich) kanalkd, které se vyplavuji do hlavy nadvarlete.
Spermie dozravaji postupné v nadvarleti, a nez dojde k ejakulaci, jsou uloZeny v ocasu
nadvarlete (Lopate et al. 2003).

Lumen
semenotvorného 1
kanalku

Spermie
Spermatidy
Spermatocyty
Jadro Sertoliho
buriky
Adluminaini
rtment
Sertoliho kompartmen
buriky Bazalnl spojeni
Sertoliho bunék
Bazalni
Spermatogonie = kompartment
i /% ___ Bazalni
s membrana
e A~ Intersticialni
] - prostor
3 e Lk Leydigovy
buriky

Obrazek 1. Schéma semenotvorného kanalku (Reece 2010).

3.3.1.2 Nadvarle (epididymis)

Nadvarle ma za funkci dozravani a skladovani spermii a je volné piipojeno k varleti
(Lopate et al. 2003). Nadvarle zacind v ¢asti, kde do varlete vstupuji cévy a nervy (Reece 2010).
Popisuji se tfi anatomické Casti, kterymi je hlava (caput), télo (corpus) a ocas (cauda) (Hafez
& Hafez 2000). Vyvodnymi kanalky se spermie dostavaji z varlete (refe festis) do nadvarlete.
V pohybu spermiim pomaha varletni tekutina ze semenotvornych kanalku, kterd je z velké Casti
resorbovana v hlavé nadvarlete (Reece 2010).



Hlava nadvarlete zeSiroka piekryva hlavu varlete, jejiz soucasti jsou odvodné kanalky
varlete, které se v pfechodu do téla nadvarlete spojuji ve vyvod nadvarlete. Télo nadvarlete je
uzkého a smérem k ocasu rozsifujiciho se tvaru. Ocas nadvarlete ma kuzelovity tvar. V télu i
v ocase nadvarlete je vyvodny kanal nadvarlete siln¢ zprohybany a tvoii klicky spojené fidkym
vazivem, diky ¢emuz dosahuje znacné délky. Ocas nadvarlete slouzi zejména jako docasny
rezervoar spermii, dokud nedojde k ejakulaci (Marvan et al. 1998). Jeho vyusténi konci
v chamovodu (Lopate et al. 2003). Vyvodny kandl smérem k chamovodu ztlust'uje svou sténu
a zvétSuje lumen (Marvan et al. 1998).

Epitel je v pocatecni ¢asti vyvodu nadvarlete dvouvrstevny cylindricky, postupné se
snizuje az na jednovrstevny kubicky (Slama et al. 2015). Je opatfen mikroklky, diky nimz je
schopen resorbce odpadnich latek vzniklych rozpadem spermii, které nebyly ejakulovany.
Velmi dilezitd je 1 sekre¢ni funkce epitelu v télu a ocasu nadvarlete, kterd produkuje vyzivny
sekret pro spermie (Marvan et al. 1998; Lopate et al. 2003). Sekret je mirn¢ kysely, jelikoz je
za potiebi snizit pohyblivost a metabolismus spermii, aby nedoslo k vycerpani energie pred
ejakulaci. K utlumeni spermii slouZzi i snizeny obsah kysliku a vyssi koncentrace CO,, aby byly
schopné prezit v ocasu nadvarlete i 2-3 tydny (Marvan et al. 1998).

K vypuzeni spermii pifi ejakulaci pomahaji peristaltické pohyby hladké kruhové
svaloviny ve varletnim vyvodu (Marvan et al. 1998). Sympatickd inervace v nadvarleti je
nezbytna pro neuromuskularni piihody potfebné pro transport spermatu a celkovou funkci
nadvarlete (Ricker et al. 1996). Délka transportu spermii napti¢ nadvarletem trva v priméru 8-
11 dni (Lopate et al. 2003). Béhem pruchodu castmi nadvarlete je jiz spermie schopna
pifimocarého pohybu a oplozeni. Dochazi k zménam chromatinu a také na plazmatické
membrang. Neejakulované spermie jsou fagocytovany nebo odchdzi s moci (Reece 2010).

K vzniku mezibunéénych spojovacich komplext je za potfebi adheznich bunck. Pro
mezibunéénou 1 vnitrobunéénou komunikaci ve varlatech jsou adhezni molekuly velmi
dilezité. Zména exprese téchto molekul by méla za nasledek zménu interakei mezi riznymi
bunky varlat, v€etné vlivu na rizné signalni drahy a produkci spermii jako takovou. Exprese
adheznich molekul je riznéd v zarode¢nych buiikach tak i v prib¢hu vyvinu bunék v bazalnim
a adluminalnim kompartmentu (Hermo et al. 2010b).

3.3.2 Stavba spermie

Na spermii rozeznavame hlavicku, kréek a bi¢ik. Hlavicka ma dorzoventralné zplostély
elipsoidni tvar a rozdé€luje se na: akrozom, ekvatorialni segment, postakrozomalni pochvu a
zadni prstenec. Spermie dale obsahuje jadro, akrozom a cytoskletarni stuktury (Johnson 1991;
Varner et al. 2015).

Zadni prstenec pfipeviiuje plazmatickou membranu k jadernému obalu. Nejvétsi ¢ast
hlavicky zaujima jadro s vysoce kondenzovanym chromatinem. Vyznamné se zméni slozeni a
zesitovani jadernych proteinii béhem spermiogeneze a béhem priichodu nadvarletem. Béhem
spermiogeneze jsou nahrazeny protaminy namisto histonli (Varner et al. 2015). Tyto zmény
ovliviiuji 1 zastaveni transkripce 1 translace (Hermo et al. 2010a). Diky cysteinovym zbytkt
protaminil se vytvaii disulfidické mistky, diky nimz dojde ke stabilizaci DNA. Stabilizace
chromatinu slouzi jako ochrana pied negativnimi vlivy béhem prichodu samic¢imi
reprodukénimi cestami, zaroven tato struktura chromatinu umoziuje zrychlenou mobilitu pii



aktivaci spermii a pfi penetraci do zony pellucidy (ZP) vajicka (Varner et al. 2015). Behem
rustu vajicko vytvoii extracelularni matrix zvanou zona pellucida, ktera je zvotena ZP proteiny,
na které se spermie navaze (Okabe 2013). Jadro spermie je obaleno do dvouvrstvé jaderné
membrany s jadernymi pory (mimo akrozom a postakrozomalni oblasti) (Varner et al. 2015).

Akrozom kryje dvé¢ tietiny jadra a vznikl z Golgiho aparatu v pritb¢hu spermiogeneze
(Varner et al. 2015). Rozlisuje se vn¢jsi (OAM) a vnitini akrozomélni membrana (IAM). Vné&;jsi
akrozomalni membrana je pod plazmatickou membranou a vnitini membrana se dotyka
jaderného obalu. Obé membrany se sbihaji v Grovni ekvatoridlniho segmentu (Reece 2010;
Varner et al. 2015). Akrozom obsahuje velké mnozstvi akrozinu a jinych hydrolytickych
enzymu, bilkovinnych recepotru, dilezitych pro adhezi a fizi gamet (Schill et al. 1988; Varner
et al. 2015).

Bicik 1ze rozdélit na spojovaci (kréek), prostiedni, hlavni a koncové ¢asti (Obrazek 2).
Spojovaci ¢ast se sklada ze segmentovanych vlaken a proximalni a distalni centrioly, které jsou
vuci sobé kolmé. Hlavnimi prvky biciku jsou: vnéjsi husta vlakna slouzici k fixaci, axonemy
(svazek mikrotubulil), mitochondrie a fibrilarni pochvy (Varner et al. 2015). Mitochondrie
spermie jsou piitomné pouze ve spiralovité usporadané mitochondridlni pochvé (McKinnon et
al. 2011). Cela spermie je pokryta plazmatickou membréanou, kterou 1ze rozdélit do domén dle
funkcei: akrozomalni reakce, ziskani aktivované motility, adhere a fuze spermie a oocytu aj.
(Varner et al. 2015).
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Hlavicka ¢ Jadro
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Obrazek. 2 Stavba hiebci spermie (upraveno dle Morel 2008).



3.3.3 Spermatogeneze

Spermatogeneze je soubor mitotickych, meiotickych 1 morfologickych zmén
v semenotvornych kanalcich a nadvarleti, které vedou k vytvofeni naprosto odliSné a
specializované buiiky (spermie) od bun¢k zarodecnych (Clermont 1972). Mitozou se rozumi
déleni bunék, kdy nové vzniklé buiiky maji diploidni sadu chromozomt. Po dokonceni meiozy
ma nove vznikla bunka haploidni sadu chromozomii a dochéazi k vyméné genetické informace
v chromozomech gamety (Johnson et al. 1997; Reece 2010).

Jedna se o proces zahrnujici koordinované pfemény spermatogonii, spermatocytii a
spermatid (McKinnon et al. 2011). Proliferace spermatogonii a meiotickd déleni se oznacuji
jako spermatocytogeneze. Haploidni buiniky jsou nazyvané spermatidami, ty podstupuji
mnozstvi vyvojovych a strukturdlnich zmén, zndmych jako spermiogeneze za vzniku spermie
(Hafez & Hafez 2000). U koni je délka spermiogeneze 57 dni a spermatocytogeneze trva 19,4
dny (Morel 2008).

Puberta je oznacovana jako uspésny zacatek reprodukcni funkce. U hiebcli nastupuje
nejcastéji ve veéku 18 mésict a doprovazi ji zvySeni svalové hmoty, zvétSeni Celisti, hiebci
zaCinaji vykazovat typické chovani jako je vokalizace v pfitomnosti samic, erekce a pateni.
hladindm dihydrotestosteronu a testosteronu kolem zarode¢nych bunék. Dihydrotestosteron
stimuluje transformaci zarodecnych bunék na spermie (Lopate et al. 2003).

Spermatogonie jsou zarodecné builkky a spolu se Sertoliho bunikami vystylaji
semenotvorny kanalek varlete. Jedna se o kmenové bunky, které mitozou doplnuji sviij pocet
smérem k lumenu kandlku (McKinnon et al. 2011). Koniskd wvarlata obsahuji zhruba
dvojnasobek spermatogonii v 1ét€ nez v zimé (Johnson 1991).

V embryonadlnim vyvoji migruji primordialni zarodecné bunky do gonad
ze Zloutkového vacku. Poté dojde k sérii mitoz a vytvoii se gonocyty (Hafez & Hafez 2000).
Neni pfesné jasné, o kolik mitoz se jedna u hiebct, ale u savei v priméru dochézi k 1-14
mitozdm (Morel 2008). Samc¢i gonocyty prochazi diferenciaci za vzniku spermatogoie A1, které
se mitoticky mnozi a jsou zdkladem pro zdrodecnou linii bunék (Hafez & Hafez 2000). U
hiebctli je znamo 5 typl spermatogonii: A1, A2, A3 a Bl a B2, které se v pribéhu sezony
dramaticky méni v poc¢tech a maji riizné tvary jader (Obrazek 3) (Johnson 1991; Johnson et al.
1997).
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Obrazek 3. U 10 dospélych hiebet byl stanoveny pocet jednotlivych typl spermatogonii
na 100 Sertoliho bunék v obdobi rozmnozovani. Zmény nastaly u vSech typti v zavislosti
na staddiu spermatogonického cyklu. NejvyznamnéjSi zmény nastaly v poctu u
spermatogonii A3, B1 a B2 (upraveno dle Johnson 1991).

Spermatogonie A1 maji mimo doplnéni zarodecnych bun¢k i druhou funkei, a tou je
produkce dalSich typt spermatogonii A2, A3, Bl a B2. Typ A2 slouzi mj. k nahrazeni populace
spermatogonii typu Al (Hafez & Hafez 2000). Spermatogonie A1 prodélaji 4 mitozy za vzniku
typu A2, které téz prodé€laji mitozu za vzniku A3. Mitozou A3 vznikne typ B1, a nakonec
mitozou B1 vznikne spermetogonie typu B2 (stale s diploidni sadou chromozomii) (Obrazek
4). Touto cestou by teoreticky mélo vzniknout 128 spermatogonii typu B2, ale je tu urcita
regulace a fizend degradace uzpiisobend poctu Sertoliho bunék (Morel 2008).

Spermatogonie typu B2 se dvakrat déli za vzniku primérnich spermatocytii (Hafez &
Hafez 2000). Poté dojde k prvni meioze a vznikaji dva sekundarni spermatocyty. Prvni meioza
trva v priméru 18,7 dne (Morel 2008). Sekundarni spermatocyty se opét deli za vzniku
haploidnich spermatid, pficemz kazdy spermatid obsahuje jeden chromozom (dvé spojené
chromatidy) (Reece 2010). Druh4 meioza trva v priimeéru u hiebeti jen 0,7 dne a dava vzniknout
dvéma spermatidam z jednoho sekundarniho spermatocytu (Obrazek 4). Chromatidy se od sebe
oddéli a vytvoti dva soubory genti, z nichz kazdy ze soubort putuje do jedné spermatidy (Morel
2008; Reece 2010). Vyvoj spermatid je rozdelen do 4 fazi: Golgiho, akrozomalni, matura¢ni a
faze cepicky (Hafez & Hafez 2000).
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Obrazek 4. Déleni bunék béhem spermatogeneze u hiebce (Morel 2008).

3.3.3.1.1 Golgiho faze

Akrozom vznika tvorbou proakrozomickych granuli z Golgiho aparatu, jejimz
shlukovanim se postupné vytvoii velky lysozom. Granule stale zvétSuje svlij objem, a to diky
syntéze glykoproteinti z GA, které vstupuji dovnitf. Objekt roste, zhustuje se, a nakonec
nasedne vnitini membranou na jadernou membrianu (Abou-Haila & Tulsiani 2000). Na
opacném poélu hlavicky vznikaji zéklady pro bi¢ik. Proximalni centriola migruje smérem
k jadru a vytvoii zaklad pro propojeni hlavicky a bi¢iku (Hafez & Hafez 2000).

3.3.3.1.2 Faze cepicky

Dochazi k vyvoji axonem biciku z distalni centrioly. Axonema mé podobu centralniho
paru mikrotubull a devét para je rozprostieno kolem paru centralniho. Soucasné se zéaklad
akrozomu rozsifuje po karyolem¢, dokud nezabira dv¢ tfetiny jadra (Hafez & Hafez 2000).
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3.3.3.1.3 Akrozomalni faze

Béhem akrozomalni faze spermiogeneze dochazi k vyvojovym zméndm na jadru,
akrozomu a biCiku. Spermatid se ota¢i bi¢ikem k lumenu kanédlku (Hafez & Hafez 2000).
Mikrotubuly jsou ptivodné nahodné uspofadany v cytoplazmé, ale nyni dochazi k zvyseni jejich
koncentrace v blizkosti jadra a tvofi se manZzeta obklopujici jadro distdln¢ od akrozomu
(Wolosewick & Bryan 1977; Moreno & Schatten 2000). Kolem axonemy se vytvoii prstenec.
Modifikace jadra a akrozomu ovliviiuji Sertoliho buiiky. Jadro se diky mikrotubulové manzeté
protahuje a chromatin zhusStuje, na coz odpovida stejnou reakci akrozom, je protahly a
kondenzovany. Zaroven se cytoplasma jadra piesouva a obklopuje proximalni ¢ast vyvijejiciho
se bi¢iku. Distalni centriol roste a vytvaii bazalni télisko bi¢iku. Mitochondrie ptivodné volné
rozmisténé po cytoplazmé se piesouvaji do proximalni ¢asti biciku, kterou ztlust'uji a vytvaii
sttedni ¢ast spermie (Hafez & Hafez 2000).

3.3.3.1.4 Matura¢ni faze

Maturacni faze uvolnuje buniky do lumen kandlku. Dochazi k nahrad¢ histoni za
protaminy a chromatin se zhust'uje, cemuz pravdépodobné napomaha manzeta (Meistrich et al.
1990; Hafez & Hafez 2000). Co se tyCe zmén na bi¢iku, kolem axonemu se vytvaii fibrilarni
pochva obklopujici oblast od krcku po koncovou ¢ast biciku. Manzeta se piesouva k mistu, kde
oddéli stiedni a hlavni ¢ast bi¢iku a pozd€ji zmizi, zaroven se Sertoliho bunky zbavuji
piebytecné cytoplazmy. Mitochondrialni pochva se stdva kompaktni strukturou dosahujici
k prstenci (Hafez & Hafez 2000).

3.4 Vazba spermie a oocytu

K oplodnéni dochézi, kdyz se spermie a vajicko vzajemné rozpoznaji a sfuzuji (Bianchi
et al. 2014). Hlavnimi protagonisty jsou dvé morfologicky naprosto odli$né haploidni buriky,
spermie a vaji¢ko, které interaguji, a nakonec se spoji za vzniku diploidni bunky zygoty
(Bianchi & Wright 2014). Sav¢i spermie po samotné ejakulaci neni schopna vajicko oplodnit.
(Gadella et al. 2001; Okabe 2013). Spermie nejdiive musi prodé€lat fyziologické zmény,
nazyvané kapacitace, a nasledné¢ morfologické zmény oznaCované jako akrozomadlni reakce
(Okabe 2013). Vrcholem oplozeni je fuze membran, cytoplazmy, a nakonec genomu obou
gamet (Klinovska et al. 2014).

3.4.1 Kapacitace

Kapacitace je soubor zmén na membrané spermie i soubor zmén intracelularnich
(Yanagimachi 1994). Jakmile spermie opusti varle, pfestava syntetizovat lipidy a proteiny
plazmatické membrany. V sami¢im reprodukénim traktu je spermie ,aktivovana“
kapacita¢nimi faktory, jez zapficinuji jemnou modifikaci a pfemisténi molekul v plazmatické
membrang, kterd je dllezitd pro pozd¢jsi vazbu na oocyt (Gadella et al. 2001). Kapacitace vede
ke ztraté membranovych slozek, ke zméné tekutosti membrany a dochazi k hyperaktivaci
spermie, aby spermie byla schopna opustit oviduktalni rezervoar (Rubinstein et al. 2006a).

Béhem kapacitace dochazi k hyperpolarizaci plazmatické membrany, coz aktivuje fadu
signdlnich molekul. Pfes cAMP se aktivuje PKA, dochazi k hyperaktivaci, zvySeni pH
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(souvisejici se zménami HCO3") zvysi se 1 mnozstvi cAMP (souvisi s fosforylaci proteinti).
Dochazi téz k zvySeni hladiny vapnikovych iontii (druhy vetsi peak vzristu vapniku spousti
akrozomalni reakci). Soucasné cholesterol putuje ven z membrany spermie, jehoz je v konském
spermatu vy$$i mnoZzstvi nez u kance, a to 37 % (Gadella et al. 2001; Gadella et al. 2008; Okabe
2013). Z povrchu spermii se uvoliiuje ochranny glykoproteinovy obal ziskany v nadvarleti, coz
ma za nasledek vysSi propustnost a vytvoteni tekutéjSiho prostiedi membrany (Yano et al.
2010; Okabe 2013). ZvySena fluidita membrany pak zlepSuje piijem extracelularniho
estradiolu, ktery je dilezity nejen pro kapacitaci spermii, ale i pro samotny vyvoj spermie a
oocytu, zaroven je dilezity pro jejich vzdjemnou komunikaci (Bosakova et al. 2018).

Dochézi k fosforylaci riznych bilkovin, zejména na zbytcich tyrosinu, jez jsou klicové
pro uspéSnou kapacitaci, jelikoz pomadhaji uvolnéni spermie z oviduktalniho rezervoaru.
Uvolnéni spermie z oviduktalniho rezervoaru je hormonaln¢ fizeno (Rubinstein et al. 2006a).
Ptitomnost 17B-Estradilu podporuje jak kapacitaci (vy$si mnozstvi tyrozinové fosforylace), tak
pozitivné ovlivituje prubéh akrozomalni reakce (Visconti et al. 1995; Okabe 2013; Bosakova et
al. 2018).

3.4.2 Akrozomalni reakce

Studie Jin et al. (2011) pfi vyzkumu na mySich vyvratila fakt, Ze k akrozomalni reakci
dochdzi pti kontaktu spermie a ZP proteiny na zon€ pellucidé¢ vajicka. Z vyzkumu je zfejmé, Ze
spermie mysi prodé¢laji akrozomalni reakci jiz pti kontaktu s cumulus oophorus oocytu. Bunky
cumulu produkuji progesteron, jez by mohl byt spoustééem akrozomalni reakce. Spermie je
dale schopna projit pfes zonu pellucidu a oplodnit vajicko.

Béhem akrozomalni reakce dochazi kzméndm v membrané ekvatoridlni a
postakrozomalni oblasti spermie a odhaluje se IAM (Wassarman et al. 2001; Rubinstein et al.
2006a). Akrozom je vacek obklopen dvéma membranami (Okabe 2013). Béhem akrozomové
reakce se OAM spojuje s plazmatickou membranou spermie, ¢imz vytvaii hybridni vezikuly a
pory, které vedou k uvolnéni akrozomalniho obsahu a odhaleni proteinii na IAM (Gerton 2002).
Akrozom obsahuje rychle i pomalu uvoliiované proteiny, které podléhaji exocytoze, pfi které
plazmatickd membrana a OAM fuzuji na vice mistech v oblasti akrozomalni cepicky. Po
prodélani této reakce se odkryji diive skryté receptorové proteiny. Uvoliovani enzymu
umoziuje spermii proniknout do ZP a vstoupit do perivitelinniho prostoru oocytu (prostor mezi
ZP a oolemou oocytu) (Okabe 2013). Vrstvu cumulus oophorus vajicka spermie prekroci diky
hyaluronidaze, kterd narusi vazby mezi kumularnimi buikami (Yanagimachi 1981). Prinik
zonou pellucidou zprostfedkuje aktivovany enzym akrozin (Allen & Green 1997).

Vajicko je schopno byt oplodnéné jen spermii s aktivovanou kaskddou akrozoméalnich
zmén (Okabe 2013). Spermie v perivitelinnim prostoru se vaze na mikrovilarni oblast oolemy,
se kterou fuzuje v oblasti ekvatoridlniho segmentu (Wassarman et al. 2001; Rubinstein et al.
2006a). Oolemma (membrana oocytu) i zona pellucida jsou po oplodnéni biochemicky
zménény, prodélaji tzv. zonarni reakci, vajicko je jiz nevnimavé k dalS§im spermiim, ¢imz se
zabranuje vytvoreni nezivotaschopného polyploidniho embrya (Gardner & Evans 2006).
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3.4.3 Vybrané proteiny ucastnici se fliize gamet: CD9, CD81, Izumo 1, Juno

Pro membréanovou interakci béhem oplozeni jsou, dle dosavadnich studii, velmi dalezité
proteiny CD9, CD81, Izumo 1 a Juno (a dalsi). Izumo 1 se nachazi na spermii a jeho vazebny
partner je Juno, nachézejici se na vajicku spole¢né s proteiny CD9 a CD81 (Obrazek 5). (Chalbi
et al. 2014; Bianchi et al. 2014; JankoviCova et al. 2020).

Pouze spermie, kterd prodélala akrozomalni reakci, se muze navadzat a sfuzovat
s oolemou oocytu. Po fizi membran vstupuje do oocytu jadro, centriola, mitochondrie a bicik
spermie. Jadra spermie a oocytu fuzuji a vytvoii se zygota (Yanagimachi 1994).

Membranové proteiny
spermie

GPI-
vazny
protein

R ™

Membranové proteiny .
i Integriny CD151 cDo CD&1

Tetraspanin Microdomain l

-
N g

Obrazek 5. Interakce spermie a oolemy oocytu znazoriiujici sit’ receptorit CD151,
CD81, CD?Y, integriny, GPI proteiny (vazné proteiny), ADAM proteiny, jez jsou zodpoveédné
za vazbu oocytu a spermie (upraveno dle Nixon et al. 2007).

3.4.3.1 Tetraspaniny CD9 a CDS§1

Tetraspaniny CD9 a CD81 jsou diilezitymi proteiny pii fizi pohlavnich bun¢k. Obsahuji
dva kratké C a N konce ulozené intracelularné a ¢tyti transmembranové domény odd¢€lujici dveé
extracelularni domény (Yauch & Hemler 2000). Oba tetraspaniny asociuji s integriny a3f1 a
a6B1. Integrin a6 a B1 je na lidském oocytu pfitomen kratce po ovulaci a je mozné, ze zastava
roli pii fuzi gamet (Berditchevski et al. 1996; Ji et al. 1998; Stipp & Hemler 2000).
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3.4.3.1.1 Poloha CD81 a CD9 na spermii

CDS8]1 je pfitomen u mysi a skotu na membrané apikalniho akrozomu a je tomu tak i
v pritbéhu kapacitace, nicméné béhem akrozomalni reakce u mysi dochazi k ptemisténi CD9 i
CDS81 smérem k ekvatorialnimu segmentu hlavicky spermie a dale pfes celou hlavicku spermie.

U lidi a byka je situace jina, k pfemisténi pii akrozomalni reakci dochéazi pouze u
molekuly CD9. Molekula CD81 je odstranény z hlavicky spermie a u lidi je slabé detekovana
v postakrozomalni oblasti (Jankovi¢ova et al. 2016; Frolikova et al. 2018). U byka je CD81
pritomny na apikalni ¢asti a ¢astecné v rovnikové oblasti epididymalni a ejakulované spermie,
po akrozomové reakci zmizi z hlavicky spermie. U ¢lovéka detekovany CD81 také v apikalni
¢asti akrozomu a ¢astecné v postrakrozomalni oblasti ejakulovanych a kapacitovanych spermii
(Obrazek 6) (Jankovicova et al. 2016). Tato souhra mezi CD9 a CD81 byla pozorovana i pii
fizi myoblasti a monocytt (Schwander et al. 2003; Fanaei et al. 2011).

Li et al. (2004) nedetekoval CD9 na zmrazeném spermatu, pravdépodobné diky tomu, ze
prase¢i sperma je velmi citlivé na kryogenni slouceniny. Po akrozomalni reakci jsou CD9
molekuly zachyceny v TAM. Minimum CD9 bylo nalezeno na membrané rovnikového
segmentu. K vymizeni CD9 z hlavicky spermie dochazi pti vstupu do periviteliniho prostoru
oocytu (Ito et al. 2010).

Na spermiich, které prodélali akrozomalni reakci, byl detekovan protein CD9 na vnitini
1 vnéjsi akrozomalni membrang, na povrchu ekvatoridlniho segmentu a soucasné byl nalezen 1
ve vaccich vzniklych fuzi plazmy a vné&jsi akrozomalni membrany (Obrazek 6) (Ito et al. 2010;
Frolikova et al. 2018).

Dle Frolikova et al. (2018) tvoifi CD9 tetraspaninovou sit membrany spermie.
Dynamika interakéni sit¢ CD9 a CDS81 piimo souvisi s pfitomnosti nebo nepiitomnosti
cholesterolu v CD81. CD81 bez cholesterolu vykazuje zménu konformace, jez ma vliv na fuzi
gamet. Odstranéni cholesterolu z membréany spermie v pribéhu kapacitace miize mit vliv na
schopnost spermie navazat se na oocyt (Frolikova et al. 2018).
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Obrazek 6. Rozlozeni CD proteini na spermii mysi, byka a Clovéka (upraveno dle
Jankovicova et al. 2020).

3.4.3.1.2 Poloha CD9 a CD81 na oocytu, vazba spermie-oocyt

U clovéka byl CD9 detekovany v oocytech zarode¢ného vacku a v oocytech ve stadiu MI
a MII, stejn¢ tak CD81 u mysi a skotu (Coskun et al. 2003; Ziyyat et al. 2006; Jankovicova et
al. 2016). CD?9 je bohaté exprimovany na plazmatické membrané oocytu a také je ptitomny ve
vesikulech v perivitelinim prostoru intaktnich oocytli mysi (Ziyyat et al. 2006; Jankovicova et
al. 2015). CD81 je detekovany hlavné v ZP, a také je soucasti exocytl oocytl. Déle Ize CD81
detekovat ve vezikulech v perivitelinim prostoru oocytii v priibéhu oplozeni (Ohnami et al.
2012; Jakonvicova et al. 2016).

Molekuly CD9 jsou exprimovany na vaje¢nych mikrovilach a jsou husté koncentrovany
v misté pfipojeni oocytu a spermie (Kaji et al. 2000; Runge et al. 2007). Oocyty, které nejsou
schopné fuzovat se spermii, maji pozménénou délku, tloust’ku a hustotu jejich mikrovila. Maly
pomér zakiiveni znemoziuje fuzni schopnost. U oocytu divokého typu byl pomér zakiiveni
mikrovilarnich $pi¢ek na membrané oocytu o polovinu mensi nez u CD9 knock-outovanych
oocytl (Runge et al. 2007). Pokud je schopen CD9 ovlivnit takto vyznamné stavbu mikrovil
vajicka, velmi pravdépodobné spolupracuje s dalsimi membranovymi proteiny (Klinovska et
al. 2014).
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Sav¢i spermie se vaze na mikrovily na povrchu oocytu. K fuzi spermie a oocytu dochazi
nejprve kolem equatoridlniho segmentu spermie (Yanagimachi 1994). Knock-outovany CD9
a/nebo CD 81zplsobuje u samic mysi zhorSenou plodnost (Kaji et al. 2000; Miyado et al. 2000).
Takto zachycené spermie se jen ojedinéle vazi na povrch vajicka, coz naznacuje, Ze CD9 ma
vliv na silnou adhezi spermie (Zhu & Evans 2002; Jégou et al. 2011). Fuze vajicka a spermie
byla siln¢€ inhibovana protilatkami ani-CD9. Tento jev ale nebyl pozorovany u samct mysi (Kaji
et al. 2000; Miller et al. 2000). Defekt je spojen pravdépodobné se samotnou fuzi gamet, jelikoz
spermie pronikne ZP, navéaze se na oolemu, ale nedokdze s membranou fuzovat. Je zachycena
v perivitelinnim prostoru (Klinovskd et al. 2014). ZvySena hladina véapnikovych iont
signalizujici oplozeni nebyla detekovana témét u zadnych ze studovanych oocytl, vyjimecné
k vapnikovému vzestupu doslo, ale po dlouhém casovém tseku (Kaji et al. 2000; Miller et al.
2000). V ptipad¢ dodani mRNA CD9/CD81 do oocytu knock-outované¢ mysi se funkce fuze
obnovi, tudiz CD9 hraje kli¢ovou roli pfi oplodnéni a CD81 ma potencidl kompenzovat funkci
CD9 pii fazi spermie a oocytu (Kaji et al. 2002). Samci mysi byli plodni i v pfipad¢ dvojitého
knock-outu CD gent (Rubinstein et al. 2006b).

Dle studie Jégou et al. (2011) mysi s vyblokovanym CD9 genem vykazovaly mensi
rychlost fize, pficemz pocet navazanych spermii na oocyt byl vyssi nez u oocytii divokého
typu. Jégou et al. (2011) tuto skutecnost ptipisuji zvySenému poctu adheznich mist pro spermie.
Uspé&sna flze je poté disledkem CD9 fizenych adheznich reakci mezi gametami (Jégou et al.
2011; Jankovicova et al. 2015). Je mozné, ze si nékteré druhy vyvinuly ,,zalozni mechanismy*,
které, v ptipadé vyblokovani urcitych gent dulezitych pro fertilizaci, nahradi funkci
blokovanych proteina (Jankovicova et al. 2020).

3.4.3.1.3 Funkce CD9 a CD81 v reprodukci

CD81 je exprimovan na povrchu oocytu 1 ve spermii hraje tedy roli ve fizi gamet,
soucasn¢ se ale podili 1 na dalSich funkcich CD9, se kterym interaguje (Horvath et al. 1998;
Klinovska et al. 2014; Jankovicova et al. 2016). CD9 i CD81 interaguje s riznymi bunéénymi
proteiny oocytu a spojuje je, coz je typicka funkce fady tetraspaninii (Rubinstein et al. 1996;
Hemler 2003; Higgingbottom et al. 2003).

Je mozné, ze pro spravnou funkci CD9 i CD81 proteinu v procesu oplozeni zastupuje
dalezitou roli sestaveni tetraspaninové sit¢ s dilezitymi molekulami integrinti a ¢leny rodiny
ADAM exprimované na spermiich (Obrazek 5) (Schwarz et al. 1995; Jankovicova et al. 2015).
Zda se, ze uloha proteinu CD9 spociva v organizaci komplexu multiproteini a morfologii
membrany potiebné pro fuzi (Klinovska et al. 2014). Nicméné¢ doposud nebyla objasnéna
piesna funkce CD9 a CD81 pii fertilizaci (Klinovska et al. 2014; Jankovicova et al. 2015;
JankoviCova et al. 2020).

Dle Stein et al. (2004) CD9 interaguje s molekulami na oolem¢ béhem fuze spermie a
oocytu a mohl by slouzit jako receptor pro spermii. Mimo expresi na oocytech by se jeho funkce
mohla vztahovat k pfenosu vezikul oolemy s CD9 do spermatozoi v oblasti perivitelinniho
prostoru pred fuzi gamet, kdy soucasné dochazi k preskupeni membrany spermie. Nicméné pti
vyblokovani genu CD9 v my$ich oocytech nebylo pozorovano, ze by tento akt zménil syntézu
vezikul v perivitelinnim prostoru (Barraud-Lange et al. 2007). Tyto vezikuly indukuji fizi mezi
spermii a oocytem (Miyado et al. 2000).
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CD9 na vnitini akrozomdalni membrané mize mit funkci fidici reorganizaci IAM, je
pfemistén do ekvatoridlni roviny a interaguje s vezikulem. Po prodélani akrozomové rekce se
obnazi receptory IAM diky fuzi plazmatické membrany a OAM (Ito et al. 2010). Je mozné, Ze
CD9 usnadnuje fzi oocytu a spermatu a slouzi jako vazebnd molekula (Jankovicova et al.
2015). Mezi Izumo 1 a CD9 z vezikulii oocytu je patrna specifickd molekuldrni interakce a
Izumo 1 by mohl byt spoustéem interakci s CD9 na oolemé (Sutovsky 2009; Vicens & Roldan
2014). Urcity vazebny vztah ma CD9 s molekulou PSG17 (¢len rodiny imunoglobulini),
jelikoz pfti jeji mutaci ¢i blokaci nedojde k navazani molekuly CD9 a dojde k naruseni fuze
oocytu a spermie (Ellerman et al. 2003).

Dutlezitost CD9 a CD81 je prozkoumavana v akrozomové reakci, vazbe spermii, penetraci
spermii, fuzi spermii a vajicek a ptipadné pfi samotné aktivaci vajicek (Ito et al. 2010;
JankoviCova et al. 2015; Frolikova et al. 2018).

3.4.3.2 Izuno a juno

samotné oplodnéni jsou prokazatelné nezbytné proteiny: Izumo 1 a Juno (Obrazek 7) (Inoue et
al. 2005; Tkawa et al. 2010; Bianchi et al. 2014). Tetraspanin CD9 je povazovan za dilezitou
kandidatni molekulu ucastnici se oplozeni a partner receptoru Juno. Nicméné neni dilezity pro
samotnou spojeni Juno a Izumo 1 (Chalbi et al. 2014; Jankovicova et al. 2015). Juno bylo
objeveno nékolik let po Izumo, zejména z divodu vzacnosti oocytli oproti spermiim, coZ
partnerit diky prechodné povaze extracelularni interakce mezi ligandem a receptorem (Wright
2009; Bianchi & Wright 2014).

Izumo 1 je protein v oblasti akrozomu na IAM a ekvatoridlnim segmentu. Neni mozné
ho detekovat, pokud spermie neprodéla akrozomdlni reakci, do té doby je skryt pod
plazmatickou membranou (Inoue et al. 2005; Kim et al. 2013). Izumo 1 je exprimovany ve
varleti a Gcastni se sekundarni vazby na oolemu vajicka (Ellerman et al. 2009; Kim et al. 2013).

Nicméné Izumo 1 neni schopny zprostiedkovat fuzi gamet, diky absenci fuzogenni
peptidové domény. Jeho funkce je spise interakce s jinymi proteiny nezbytnych pro fuzi gamet
(Ellerman et al., 2009; Klinovska et al., 2014). V ptipad¢ inaktivace [zumo 1 proteinu spermie
je schopna projit ZP, ale jiz neni schopna se navazat na oocyt a je tedy infertilni (Inoue et al.
2005). Vajicko neni aktivované, tudiz neprobéhne zonarni reakce a ZP je stale prichodna pro
zbytek spermii (Inoue et al. 2011).

Juno je velmi dilezity vajecny receptor a vazebny partner pro Izumo 1 (Bianchi et al.
2014). V ptipad¢ knoc-outu genu pro Juno samci zistdvaji plodni, nicméné samice jsou
neplodné (Chalbi et al. 2014). Samotné Juno nemutize byt zodpovédny za fuzi gamet, jelikoz je
kratce po oplozeni uvolnén z oolemy, nejspise za ucelem jeho kooperace pii zonarni reakci. Pro
oplozeni samotné je velmi diilezita adhezni funkce obou proteinti (Bianchi et al. 2014; Bianchi
& Wright 2014).
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Obrazek 7. Izumo na povrchu spermii s probihajici akrozomalni reakci interaguje s Juno na
povrchu ovulovaného oocytu. Po oplodnéni Juno rozlozi membranu vajicka na jednotlivé
vezikuly, které se mohou vazat na dalsi pfichozi spermie. Vezikuly reaguji s akrozomem,
neutralizuji spermii, a tim zabranuji vzniku polyploidnich embryi (upraveno dle Bianchi &
Wright 2014).

3.5 Struktura Geni CD9 a CD81 u koné domaciho

Gen CD9 lezi u kon¢€ na chromozomu 6, obsahuje 8 exonti a 7 intront (Obrazek 8).
Velikost transkriptu genu CD9 je 998 bp a koduje 226 aminokyselin. Tento gen ma jen jednu
transkripéni variantu a kdduje tetraspaninovy protein CD9. Kazdy gen se 1isi svou strukturou

vvvvv

3199 kb Forvard strand
[|> === I ;{_E%__R__7¥1/\W 5
| cps-201 >
| pratein coding

Obrazek 8. Struktura exontl a introntl genu CD9 kon¢ doméciho (Ensembl 2020).

Gen CD81 lezi u kon€é domaciho na chromozomu 12 a mé 3 transkrip¢ni varianty kodujici
protein CD81. Velikost prvniho transkriptu je 2212 bp a velikost druhého transkriptu je 1615
bp. Oba transkripty obsahuji 8 exonl a 7 intront. Velikost tfetiho transkriptu je 1894 bp a
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obsahuje 10 exonil a 9 intront (Obrazek 9). U ¢lovéka ma tento gen transkripénich variant 17.
(Ensembl 2020). Dle databdze NCBI ma gen CD81tranksript pouze jeden.
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Obrazek 9. Struktura exontl a introntt genu CD81 koné domaciho ve tfech transkriptech
(Ensembl 2020).

3.6 Tetraspaniny

Tetraspaniny jsou hojn€ exprimované transmembranové proteiny o velikosti 25-55 kDa
(Todres et al. 2000). Jedna se o molekuly s mnoha funkcemi a jsou umisténé ve specifickych
mikrodoménach na plasmatické membrané téméi vSech eukaryotickych bunck (Bassani &
Cingolani 2012; Jankovi¢ova et al. 2019). Tetraspaniny tvoii membranové komplexy s
integrinovymi receptory a jsou soucasti bunécné migrace zprostfedkovavané integrinem
(Berditchevski & Odintsova 1999).

3.6.1 Struktura tetraspanint

Struktura tetraspanini se sklada ze ¢ty domén prochazejicich membranou (TM1-TM4),
které jsou propojené dvéma extracelularnimi doménami (mald EC1 (SEL) a velka EC2 (LEL)
smycka)), které se mezi rodinami lisi. Tyto extracelularni domény obsahuji aminokyselinové
zbytky urcujici funkci, intracelularni ¢ast bilkoviny je pak zakonc¢ena N a C konci (Seigneuret
etal. 2001; Levy & Shoham 2005a; Min et al. 2006). Na velké smycce (LEL) se nachazi motiv
aminokyselin CCG (cystein-cystein-glycin), ktery tvori disulfidické miistky s dalSimi cysteiny
ve fixnich pozicich LEL (Obrazek 10 a 11) (Seigneuret et al. 2001; Levy & Shoham 2005a).
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Obréazek 10. Struktura tetraspaninii demonstrovana na CDS81. Znézornéné jsou 4
transmembranové proteiny, velkd a mald smycka extracelularnich domén a kratky intracelularni
usek. Pocet disulfidickych mustkth v LEL mtze byt variabilni (2-4), v piipadé¢ CDS81 jsou
pritomny 2 disulfidické mistky (Seigneuret et al. 2001; Levy & Shoham 2005a).
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Obrazek 11. Strukturalni rysy tetraspaninu CD9, jehoZ molekularni hmotnost je 24 kDa.
Strukturdlni vlastnosti CD9 zahrnuji Ctyfi transmembranové domény, dvé extracelularni
smycky, kratké a velké extracelularni smycky (SEL a LEL) a dva kratké cytoplazmatické
konce. CD9 obsahuje zbytky cystein-cystein-glycin (CCG) specifické pro tetraspanin a dva
dalsi cysteiny v rdmci LEL (Yoshida et al. 2014).
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3.6.2 Funkce tetraspanini

Nejvyznamnéjsi vlastnosti, jez tetrapsaniny oplyvaji, je schopnost sdruzovat se
s integriny, adheznimi molekulami imunoglobulinovych superrodin, s jinymi tetraspaniny a
signalnimi molekulami. Prostfednictvim téchto sdruzeni se vytvoii na membrané bunky
tetraspaninové obohacené mikrodomény (TEM) sorganizaéni funkci pro jiné
transmembranové proteiny. Skrze tyto spojeni jsou tetraspaniny schopny interagovat s riznymi
bunikami (Hemler 2005; Hemler 2008).

Lateralni uspotfddani bunéénych membran je umoznéno prostifednictvim specifickych
asociaci mezi tetraspaniny navzajem anebo s odliSnymi integriny (Nydegger et al. 2006;
Charrin et al. 2009). Na rozdil od jinych membranovych proteint, tetraspaniny maji schopnost
vytvaret laterdlni spojeni s partnerskymi proteiny zriznych typid bunék za soucasného
vytvofeni takzvané tetraspaninové sité. Déje se tak zasluhou transmembranovych mikrodomén
(Rubinstein et al. 1996; Levy & Shoham 2005a; Nydegger et al. 2006). Diky své schopnosti
tvofit sité s jinymi proteiny se ucastni mnoha bunéénych funkci (Hemler 2005).

Tetraspaniny jsou dilezitou komponentou pii bunécné adhezi, signalizaci, fizi a
pohyblivosti bun€k, zaroven jsou soucasti interaktivni sit¢ v gametach (Fanaei et al. 2011;
Jankovicova et al. 2019). Déle jsou zapojeny v procesech jako je aktivace a proliferace bunék,
diferenciace buné¢k, funkce imunitniho systému, zaroven hraji roli v rakovinovych a virovych
onemocnénich (Maecker et al. 1997). U lidi se tetraspaniny exprimuji ve vSech typech bunék,
z nichz kazdy obvykle exprimuje vice ¢lenti rodiny (Levy & Shoham 2005a). Nicmén¢ exprese
neni ve vSech buikach téla stejnd, u nékterych bunck je omezena na urcité bunééné typy nebo
jejich vyvojova stadia (Maecker et al. 1997).

Mnoho tetraspaninll je na jednom nebo vice mistech glykosylovano, zejména v oblasti
LEL. Mnozstvi vzniklych glykosylovanych mist je u fady tetraspanina dualezité pro interakci
s jinymi tetraspaniny (Berditchevski 2001).
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3.6.3 CD proteiny

Tetraspaniny CD81 i CD9 spolu s CD82 a CD63 se nachazeji prakticky ve vSech tkanich
¢lovéka (Obrazek 12 a 13), na rozdil od CD37, ktery je omezeny na B-buniky nebo CD53
v lymphoidnich a myeloidnich bunikdch (Fanaei et al. 2011; Maecker et al. 1997).
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Obrazek 12. Relativni exprese RNA a proteinu CD9 v tkanich ¢lovéka (upraveno dle Uhlén et
al. 2015).
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et al. 2015).
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3.6.4 Exprese proteinii CD9 a CD81 mimo reprodukéni soustavu

CDS81 a CD9 jsou tetraspaniny, které vytvari komplexni sit’ na povrchu bun¢k. Jsou
schopni formovat homologni i heterologni partnerstvi at’ uz s dalSimi tetraspaniny, nebo s
adheznimi molekulami, receptorovymi molekulami a antigeny MHC (Hemler 2003; Levy &
Soham 2005b). Velmi casto tvoii CD9 a CD81 komplexy s integriny, kterym zabezpecuji
integrinovou signalizaci (Berditchevski & Odintsova 1999).

V této kapitole nebude vénovana pozornost funkci proteinit v reprodukci, jelikoz tato
problematika byla popsana v kapitole 3.4.3.

3.64.1.1 HCV

Tetraspanin CD81 je receptor pro membranovy glykoprotein E2 HCV (hepatitida C).
Zivotni cyklus obalenych vird vyzaduje interakci a fazi virového lipidového obalu s
membranami hostitelskych bunék, intracelularni transport proteinovych virovych obala a
virovych agens (Hassuna et al. 2009). Proteiny virového obalu podléhaji konformacnim
zméndm za ucelem dosazeni té€sné blizkosti s membranou hostitelské buiiky (Chernomordik &
Kozlov 2008). Lidsky CD81 zprostiedkovava intracelularni transport obalovych proteint HCV
a jejich zaclenéni do exozomi (Masciopinto et al. 2004). Exozomy jsou endosomalné odvozené
vezikuly uvoliiované do extracelularniho prostfedi mnoha typy bunék a slouzi k mezibunécné
komunikaci (Karp et al. 2017).

3.6.4.1.2 Imunitni systém

Béhem infekce HIV (virus lidské imunodeficience) dochazi k naruseni bunécnych
pochodt v buiice a dochézi k tvorbé syncytii neboli vicejadernych obtich bunék (Chowdhury
etal. 1992). Tvorba syncytie je potlacena tetraspaniny (Weng et al. 2009). Protilatka Anti-CD81
usnadiiuje vstup HIV-1 do lidskych T-lymfoblastl, pti sou¢asném ptisobeni protilatek anti-CD9
a anti-CD81 se zvySuje tvorba syncytia indukovaného obalem HIV. Snizena exprese CD81 a
CD?9 zvysila tvorbu syncytia, zatimco nadmérnd exprese CD9, CD81 a CD63 méla inhibi¢ni
ucinek (Gordon-Alonso et al. 2006; Krementsov et al. 2009). Dale mohou tyto tetraspaniny
usnadnit unik viru z infikovanych bun¢k (Nydegger et al. 2006).

Tetraspaniny reguluji virovou fuzi prostfednictvim ovlivnéni piistupu virového fuzniho
aparatu do klicovych oblasti bunééné membrany. Pfidani protilatky anti-CD9 vyvolalo
shlukovani CD9 v kontaktnich oblastech bun¢k (Singethan et al. 2008).

V piipadé piedc¢asného stop-kodonu v lidském LEL CD81 dojde ke snizeni exprese
CD19, ktera je na expresi CD81 extrémné zavisla. CD19 je signalni molekulou a interaguje
s CD81 v B lymphocytech, coz méa za nasledek snizeni prahové hodnoty reakce imunitniho
systému na antigeny a dalSi podnéty (van Zelm et al. 2010). Déle je CD81 Pfitomen v
kompartmentech MHC tfidy II a hraje roli pii prezentaci antigenu imunitnimu systému (Secrist
et al. 1996). Molekuly CD9 a CD81 také maji vliv na schopnost fize makrofagli a monocytd,
kterou inhibuji (Takeda et al. 2003). Dle studie Nakazawa et al. (2008) je CD9 schopen potlacit
metastaze nadori prosttednictvim sniZzeni shlukovani desticek.
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3.6.4.1.3 Myoblasty

Vyvoj svalii u lidi za¢ind v pozdni embryogenezi, kdyz se buiilky myoblasii spojuji
dohromady v myotuby, jez jsou zakladem kosterniho svalu. Dospélé svalové kmenové bunky
mohou fizovat s existujicimi svalovymi vladkny za G¢elem regenerace svalt (Chen et al. 2007,
Karp et al. 2017).

Proteiny CD9 a CD81 maji pozitivni regulacni roli ve fizi myoblasti. Monoklonarni
protilatky anti-CD9 a anti-CD81 zpiisobovaly zpozdéni fize myoblastl a ¢asnou degeneraci
myotubl. Pfi spoleCném pouziti obou protilatek se ucinek znésobil. Lze detekovat silnou
expresi CD9 na povrchu myoblasti divokého typu, ale u myoblastl, které maji vyblokovany
gen pro B1 integrin, je exprese minimalni, coz znaci vliv mezi CD9 a B1 integrinem pii tvorbé
myotubl (Schwander et al. 2003; Fanaei et al. 2011). Integriny jsou membranové proteiny
zajistujici integritu tkani, adhezi buiika-buiika, pticemz jsou slozeny z podjednotek a signalni
molekuly mezi buikami vzéjemné nebo buitkami a extracelularnim prostorem (Hynes 2002).

3.6.4.1.4 Nervovy systém

CD?9 je ptitomen na paranodu a ovliviiuje tvorbu myelinu v periferni nervové soustave.
Pti vyblokovani genu CD9 doslu u mysi k naruseni spojeni mezi myelinem a paranodem, coz
je komplex mezi myelinovou pochvou a Ranwierovym zatezem. CD9 tak ovliviiuje tvorbu
myelinové pochvy, formaci myelinu v periferni nervové soustavé a vyznam mé i
v paranodalnim spojeni (Ishibashi et al. 2004). Interakce mezi CD81 a CD9 a integriny ol a B6
jsou nezbytné pro riist axont neurontl (Schmidt et al. 1996; Stipp & Hemler 2000).

3.7 PCR

PCR je zalozena na replikaci nukleovych kyselin. Diky PCR jiZ neni nutné klonovani ve
vektorech pro ziskani neposkozeného segmentu DNA. Specificky tisek DNA, ktery ma byt
klonovan, je oznacen primery na obou vldknech DNA a vii¢i sobé& jsou orientovany ve sméru 3'
pro syntézu nového vldkna DNA. Tuto syntézu katalyzuje DNA polymerdza (Degen et al.
2006). Béhem reakce dochazi k syntéze vldkna DNA komplementarni k piivodni molekule
DNA ve sméru od 5' konce ke 3' konci prostfednictvim DNA polymerazy. DNA polymeraz je
nekolik druht, ale pro PCR se pouzivaji termostabilni polymerazy, aby byly schopny odolat
teplotam, pii nichz DNA denaturuje (Smarda et al. 2005). Vétsina DNA polymeraz je viak
polyfunkénich, kromé syntézy maji i funkci 5' a/nebo 3' exonukledzovou, coz znamena, Ze je
schopna odstranit nukleotidy v jednom nebo obou smérech (Degen et al. 2006). Nejhojnéji
vyuzivana je Taq polymerdza, kterd odola vykyvim teplot behem cyklu a cykly se tak mohou
opakovat (Smarda et al. 2005).

Celkem se v kazdé reakci opakuji tfi dé€je, jimiz je denaturace, annealing a elongace
(Mullis & Faloona 1987). Jedna se o tii odlisné déje a je nutné kazdému kroku ptizplsobit
pozadovanou teplotu, kterou lze pfedem nastavit do jednotlivych c¢asovych tsekua
v termocykleru (Smarda et al. 2005).

e Denaturace DNA probiha pti 94 °C (Smarda et al. 2005). Dochazi k rozvolnéni
ds DNA na jednotliva vlakna, jelikoz vodikové vazby mezi dusikatymi bazemi
jsou slabé, rozrusi se teplotné. Vazby mezi deoxoribozou a fosfaty ziistavaji
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zachovany (Degen et al. 2006). Doba trvani je specifickd, stejné tak teplota.
Orientacné se délka denaturace pohybuje kolem 15 sekund (Innis & Gelfand
1990).

e Annealing neboli pfipojeni primera pracuje pii teploté nizsi, v rozmezi 30-65 °C,
aby nasedaly pouze primery, ale nedoslo k spojeni obou vlaken DNA (Smarda et
al. 2005). Urceni idealni teploty annealingu zalezi na sekvenci, mnozstvi a délce
primeri (Innis & Gelfand 1990). Béhem PCR se nereplikuje celé¢ vlakno DNA,
ale jen urcity usek o velikosti 100-35 000 bp, ktery ohranicuji primery (Defen et
al. 2006). Doba trvani annealingu se odviji opét od zvolené teploty, orientacné pfi
55 °C trva 30 sekund (Innis & Gelfand 1990).

e Elongace. Po nasednuti primert se teplota opdt zvysi na 65-75 °C (Smarda et al.
2005). Vétsinou je elongacni teplota nastavena na 72 °C, coz je idedlni teplota pro
praci Tag DNA polymerazy, kterd zane zabudovéavat volné nukleotidy a
syntetizovat vlakno DNA. Syntéza pokracuje ve sméru 5' (Degen et al. 2006).
Délka cyklu pii 72 °C odpovida 1,5 minuté. Elongace posledniho cyklu probihé 5
minut a poté je vzorek schlazen na 4 °C a reakce se zastavi (Innis & Gelfand
1990).

Jelikoz vytvotfené produkty se samy stavaji templaty, pocet kopii exponencialné roste.
Obecné se pocty cykli pohybuji mezi 30 az 40 cykly (Degen et al. 2006). V ptipadé 32
cyklového modelu je vysledkem az miliarda kopii vybraného tiseku DNA béhem né¢kolika
hodin (Smarda et al. 2005).

Reak¢ni pufr by mél obsahovat termostabilni DNA polymerazu, roztok dANTP (pH=7),
magnéziove ionty a Tris-HCI buffer. Koncentrace magnézia ovlivituje nasedani primerti, tvorbu
primerovych dimerd, specifitu produktu, teplotu denaturace vlaken DNA a enzymovou aktivitu.
Lze ptidat KCI pro podporu annealingu pfipadné bovinni sérovy albumin pro podporu funkce
DNA polymerazy, ale neni to nutnosti (Innis & Gelfand 1990).

3.7.1 Primery

Primery jsou kratké tuseky nukleotidii, jez nasedaji na opacné konce templatu
vyhraniCujici oblast, ktera se méa replikovat a umoziuji nasednuti a funkci DNA polymerazy.
Funk¢nost a vytéznost PCR velmi zavisi na spravné zvolenych primerech, které se navazi na
templat pii teplot¢ annelingu a davaji zaklad prodluzujicimu se fetézci pii elongaci
(Dieffenbach et al. 1995; Bermingham & Luettich 2003).

Primery jedine¢né pro hledanou sekvenci, jez ma byt amplikovana, by mély spliovat
jista kritéria, jako je délka primeru (idealn¢ 18-30 nukleotidll), pomér CG bazi, 5 'koncova
stabilita, 3' koncova specificita, teplota annelingu, teplota tani a jiné (Wu et al. 1991; He et al.
1994; Dieffenbach et al. 1995). Spatné navrzeny primer miiZze mit za nasledek nespecifické
amplifikace nebo tvorbu dimerti, které mohou pievrsit svym mnozstvim templat a zmareni celé
PCR reakce (Dieffenbach et al. 1995).

Délka primeru je velmi dialezitym parametrem pro PCR, odviji se od né&j specifita
produktu, teplota a Cas annelingu a celkova vytéznost reakce. Minimalni délka by méla
dosahovat 18 nukleotidli, aby se minimalizovala moZznost sekundéarni hybridizace a sekvence
byla jedinec¢na. Dilezité také je vyhnout se repeticim, zejména 4 a vice C a G bazi v fad¢,
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pricemz obsah CG bazi by mél dosahovat 50-60 %. V ptipadé obsahu CG bazi pod 50 % je
nutné primer prodlouzit na vice nez 18 nukleotidli, aby bylo mozné dodrZet teplotu tani
(Dieffenbach et at. 1995; Kamel 2003). Primery by mély byt ,.lepivéjsi“ na svych 5' koncich
nez na svych 3' koncich. "Lepivy" 3' konec, tedy konec s vy$sim obsahem GC bazi, by mohl
potencialné nasednout na vice mistech na templatové DNA, coz je nezadouci (Kamel 2003).

Teplota tani (Tm) je teplota, pii které se rozrusi vodikové miistky mezi primerem a
retézcem DNA. SlouZi pro kontrolu nespecifické amplifikace a odviji se od vySe zminéné délky
primert, procentualniho zastoupeni CG bazi, sekvence a dalSich (Reed et al. 2007). Optimalni
teplota tdni se pohybuje v rozmezi 52-58 °C, pfi teplotach vysSich nad 65 °C hrozi riziko
sekundarniho annelingu (Kamel 2003). Lightcykler detekuje fluorescencni signaly v rizné
Skale teplot v ramci cyklu. Kiivka pak zndzorni priabéh amplifikace. V ptipadé€ vzniku primer-
dimertt ¢i jinych neZzadoucich struktur Lightcykler detekuje vysSi signél, jelikoz tyto
nespecifické produkty mivaji nizsi teplotu tani oproti produktiim specifickym (Kaltenboeck &
Wang 2005).

3.7.2 qRT-PCR

Reverzni transkripcni polymerazova fetézova reakce, ve zkratce RT-PCR, vyuziva ke
sledovani produktti amplifikace fluorescenéni molekuly béhem vSech cykli PCR reakce
(Bustin et al. 2005). gqRT-PCR (kvantifikacni RT-PCR v redlném case) je citliva, specificka,
reprodukovatelna a s pouzitim pfisluSnych standardnich kiivek vyrazné¢ zjednoduSuje a
urychluje proces kvantifikace mRNA (Bustin 2000). Diky qRT-PCR je mozno detekovat a
amplifikovat sekvence malo stabilnich RNA (Degen et al. 2006). Vyuziva reverzni transkripce
k ptepisu RNA do DNA, retrovirovou zpétnou transkriptazou, a déle je vyuzita termostabilni
DNA polymeraza k amplifikaci vybrané sekvence (Degen et al. 2006; Smarda et al. 2005).

Kvantifikace produkti je dilezita ptfi analyze genovych expresi ¢i pii diagnostikach aj.
Kvantifikace produktli pfi qRT-PCR je zalozena na detekci a kvantifikaci fluorescenéniho
signalu. V okamziku, kdy se amplifikuje adekvatni mnozstvi produktii, termocykler zachyti
signal fluorescence, ktera s dal§imi cykly exponencialn€ stoupa.

Diky hodnoté Cq Ize ur¢it pocet cykla potiebnych k vytvoreni detekovatelného mnozstvi
produktu. Je nutné, aby vstupni material byl vzdy ve stejném mnozstvi. K standardizaci
vysledki je vyhodné pouzit qRT-PCR genu, u kterého je zndmo, ze se exprimuje v podobné
mife ve vétSiné bunck (house keepingovy gen). Poté je mozné sledovat rozdily v expresi mezi
riznymi geny (Smarda et al. 2005).

3.7.3 Fluorescen¢ni analyza SYBR Green I

Produkty PCR jsou fluorescencné znaeny. S rostoucim mnoZzstvim produktl roste i
jejich fluorescence a tvofi kiivku, jez ma tfi faze: fdze ranného pozadi, exponencidlni ristova
faze a faze platd. Lze tak sledovat koncentraci produktii v realném Case. K exponencidlni fazi
dochdzi v dobé&, kdy se amplifikuje dostate¢né mnozstvi produktu, aby mohlo byt detekovano
nad pozadim. Zahrnuje v priméru jen Ctyti az Sest cykll a pokracuje, dokud Gc¢innost reakce
nestoupa po fazi plato (vrchol) (Degen et al. 2006).

Znaceni vazajici se na jakoukoliv dvoufetézcovou DNA nezavisle na sekvenci vyuzivaji
fluorofory, nejcastéji SYBR Green I. Pii pouziti SYBR Green dochézi k vyrazné fluorescenci,
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kdyz se SYBR Green I navaze na ds DNA, diky zménam konformaci v barvivu (Degen et al.
2006). Jedna se aZ o tisicinasobné zvyseni fluorescence (Smarda et al. 2005). Fluorescence je
méfena na konci kazdého cyklu. Jelikoz nedochazi k vazbé na jednovlaknovou DNA, béhem
denaturace nedochazi k emitaci svétla (Obrazek 14).

Nelze vsak rozlisit nespecifické produkty a jiné ds DNA, které neodpovidaji produktu,
tudiz vysledna koncentrace nemusi byt vzdy ptesnd. Tento problém lze minimalizovat
provedenim analyzy kiivky tani, kterd odlisi nespecifické produkty (Degen et al. 2006). Pti
pouziti primert se znacenim specifickymi fluotofory, mohou byt zhaSeny nespecifické signaly
diky dimertim-primert (Smarda et al. 2005).

1! 1
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Obrazek 14. Princip fluorescence SYBR Green I v priibéhu cyklu. Oddil A znaci zacatek
syntézy nového fetézce od mista dosednuti primeru. Syntéza pokracuje v oddilu B a
fluorescence z vdzaného barviva se zvysSuje. Oddil C znaci konec elongace, jedna se o ds DNA
s maximalné navdzanym barvivem, a tedy i maximalnim signalem pro dany cyklus PCR (Degen
et al. 2000).

3.7.4 Reverzni transkripce

Molekulu RNA neni mozné pouzit jako templat pro PCR RNA, tudiz prvnim krokem
gRT-PCR je piepis RNA do cDNA, ktera je vice stabilni a 1ze ji dlouhodobé¢ uchovavat (Bustin
2000). Enzym reverzni transkriptaza pro piepis RNA do ¢cDNA je termolabilni a pfestava byt
funk¢ni jiz pii 42 °C, proto se vyuziva spiSe RNA dependentni DNA polymerazy, které pracuji
1 pii 72 °C a je ji tedy mozné pouzit i pro PCR. Aby byla vytéznost reakce co nejveétsi, je nutné
pouzit transkriptdzu bez RNazyH aktivity (Udvardi et al. 2008).

Prvnim krokem je vyuziti oligo (dT) primerti (nebo hexanukleotidll) pro specifickou
vazbu na polyA konec mRNA. Lze vyuzit i dva specifické primery, ale musi byt mozno odlisit
produkty RT-PCR oproti standartni PCR. Produkt RT-PCR je mens$i nezZ genomova DNA,
pokud se primery navrhnout tak, aby se exony ohraniCily na obou strandch v oblasti intront.
Dalsi moznost je primery navrhnout tak, aby nasedaly na spojeni mezi exony, poté nedojde
k zadné amplifikaci genomové DNA (Smarda et al. 2005).
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3.7.5 Genova exprese

Gen je oznacovan jako jednotka dédi¢né informace, ktera je realizovana prostiednictvim
syntézy proteini. VSechny geny eukaryotickych organismi jsou obsazeny v jadru a
v mitochondriich (Augustyn et al. 2019).
velmi 1i8i. Geny eukaryotnich organismi jsou regulovany nezavisle. Vyssi organismy maji
mnoho moznosti regulace exprese Casto prostfednictvim ptitomnosti nebo absence n¢jakého z
transkripénich faktor. Transkripéni faktory se vazou k promotoru nebo k regulacni oblasti
genu a reguluji transkripci. Zaroven existuje moznost riznych Gprav primarnich transkriptt pro
produkci riznych mRNA. Expresi lze ovlivilovat i na postranslacni a translacni urovni
(Augustyn et al. 2019).

3.7.6 Vyhodnoceni miry exprese genii

Exprese gent je relativni, a proto se vyuziva kjejimu vyhodnoceni tzv. house
keepingovych genii (Pfaffl 2001). House keepingové geny (napt.B-aktin) jsou takové geny,
které¢ jsou vzdy exprimovany ve vSech tkanich a jsou diilezité k udrzeni bazalnich bunécnych
funkci a buiika by bez nich nepiezila (Watson et al. 1987; Eisenberg & Levanon 2013). Zaroven
se house keepingové geny nachdzi v oblastech, které nepodléhaji ptili§ ¢asto mutacim a vyvijeji
se pomaleji oproti jinym genlim (Zhang & Li 2004).

Béhem PCR je amplifikace pozadovaného useku DNA zndzornéna pomoci
fluorescen¢niho signalu. Hodnota Cq udéava pocet cykli, které je poteba ptekrocit, aby mohlo
dojit k signalu fluorescence (faze platd) (Obrazek 15). Zaroven je nepiimo imérna mnozstvi
amplifikovaného useku DNA, tedy ¢im vice je amplikoni ve vzorku po dokonceni PCR, tim je
hodnota Cq mensi (Pfaffl 2004; Pfaffl 2006).

Pomoci parametru ACq lze porovnat dva vzorky za vyuziti house keepingového
(referencniho) genu. ACq lze vypocitat odectenim Cq house keepingového genu od Cq
sledovaného genu (Perkins et al. 2012).

K presnéjsimu vypoctu kvantifikace RT-PCR je zapottebi hodnota eficience (E), jez je
definovana jako zlomek cilovych molekul, které jsou kopirovany v jednom cyklu PCR. Tedy
v idealnim piipadé 2", kdy n je pocet cykla reakce. Tohoto stavu ale vétSinou neni dosazeno a
ucinnost reakce je vétSinou nizsi. V pripad¢ neptitomnosti interferujicich latek v matrici vzorku
by se méla cilovd DNA amplifikovat alespon s 90% uc¢innosti (Lalam 2006; Perkins et al. 2012;
Labguide 2014).
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Obrazek 15. Amplifikaéni kiivka zndzornujici pribéh kazdého cyklu PCR pomoci emitace
fluorescence. Lze ji rozlozit do 4 fazi. Data z téchto fazi jsou diilezita pro vyhodnoceni celkové
hodnoty Cq (upraveno dle Wong & Medrado 2005).
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4 Metodika
4.1 Biologicky material

Diky katedie KVD byly ziskany vzorky tkani pro tuto analyzu. Jednalo se o varlata péti
hiebcti, ktera byla odebrdna béhem kastrace veterinarnim lékafem. Z kazdého varlete byly
odebrany vzorky téchto tkani: festes (T), caput epididymis (C1), corpus epidydimis (C2) a
cauda epididymis (C3) (Tabulka 1). Kazdy ze vzorkl tkdn€ byl odebran ve dvou biologickych
replikatech (A, B) a velikost vzorkii byla pfiblizn& 4cm?. Po dobu piepravy byly vzorky ulozené
na suchém ledu a po ptijezdu byly uchovavany pii teploté -80 °C. Z obou biologickych replikata
byla nezavisle izolovand RNA a dale prepsana cDNA. Celkem bylo 40 vzorku cDNA, které
byly hodnoceny qRT-PCR na zéklad¢ tfech technickych replikatt.

Tabulka 1. Oznaceni tkani hiebca.

Testes Epididymis
Hiebec Caput Corpus Cauda
A B A B A B A B
1 Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b
2 Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b
3 Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b
4 Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b
5 Ta Tb Cla Clb C2a C2b C3a C3b

4.2 1Izolace RNA ze vzorku varlete a nadvarlete

Pro veskerou manipulaci se vzorky a RNA bylo nutné pouzit plast RNaza-free. Rukavice
a pracovni plochy uvnitt laboratote, kde probihala manipulace s RNA, byly vydesinfikovany
piipravkem RNase free RNaseZAP TM (Sigma). Stejné tak pouzité laboratorni nastroje jako
pipety, skalpely a pinzety byly timto pfipravkem oSetfeny a vyautoklavovany.

4.2.1 Priprava materiilu

Vzorky hiebc¢ich varlat a nadvarlat byly zmrazeny v kapalném dusiku, a nasledné
odvazeny po 25-40 mg a vloZeny do sterilnich polypropylenovych zkumavek. Pro uchovani
neposkozené struktury RNA byly vzorky opét zmrazeny v kapalném dusiku a skladovany pfii
teploté -80°C.
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4.2.2 Izolace RNA

Pro izolaci celkové RNA byl pouzit kit Gen Elute™ Mammalian Total RNA Miniprep
(Sigma).

Vzorky (25-40 mg) byly vyjmuty z tekutého dusiku (stale zmrzla tkai) a vlozeny do
polypropylenové zkumavky. Nésledovalo rychlé ptfidani 300 pl lyzacniho roztoku Lysis
Solution/2-ME a vzorek byl homogenizovan ve vibrac¢ni tfepacce, kde byl ponechan po dobu
180 s. Vznikla péna byla ze vzorku odstranéna v centrifuze pti 10 000 x g po dobu 1 minuty.
K homgenizatu bylo ptidano 590 pl RNaza-fee H>O a 5 pl proteinazy K, ktera rozlozila veskeré
bilkoviny buiiky. Vzorek byl zvortexovan a byl 10 minut inkubovén pii 55 °C v termocykleru.

700 pul vzorku bylo pteneseno na filtr, ktery byl umistény v 2ml zkumavce. Nasledovala
cetrifugace pti 13 000 x g po dobu 2 minut. Filtrat byl pfenes do dalsi 2ml zkumavky, na filtr
byl prenesen zbytek vzorku a opét probéhla centrifukace pti 13 000 x g po dobu 2 minut. Filtraty
byly spojeny a umistény na led. K ziskanému filtratu bylo ptidano 450 ul ethanolu, vazaciho
roztoku, a vzorek byl ditkkladn€ promichan ve vortexu. 700 pl lyzatu/ethanol bylo pfeneseno na
vazebnou kolonku a nasledné centrifugovano pii 13 000 x g po dobu 15 s. Stejny postup byl
aplikovan na zbytek filtratu. Po kazdé centrifugaci byl vylit zbytek filtratu, kolonka osusena
sterilni buni¢inou a RNA byla zachycena na kolonce.

Na kolonku bylo pfeneseno 250 pl promyvaciho roztoku Wash Solition I a vzorek byl
centrigugovan pii 13 000 x g po dobu 15 s. Kapalina byla slita a zkumavka osusena sterilni
bunic¢inou. Kolonka byla vracena do osusené zkumavky a na kolonku bylo pieneseno 10 pl
DNazy a 70 ul pufr DNazy za ticelem degradace prebytecné DNA. Vzorek se nechal inkubovat
15 minut pfi laboratorni teploté a nasledovalo opét promyti vzorku 250 pul Wash Solition I
s naslednou centrifugaci pfi 13 000 x g po dobu 15 s. Kolonka byla pfemisténa do nové
zkumavky a bylo na ni preneseno 500 pul Wash Solition II. Vzorek se centrifugoval pti 13 000
x g po dobu 15 s, kapalina byla slita a opét bylo pfiddno 500 ul Wash Solition II s naslednou
centrifugaci pti 13 000 x g po dobu 2 minut (do sucha), béhem které¢ byl z kolonek odstranén
piebytecny promyvaci roztok.

Vysusena kolonka byla pfesunuta do nové 2ml zkumavky a na povrch bylo pfeneseno
50 ul Elution Solution (elu¢ni pufr), ktery vyvazal RNA zkolonky do pufru. Nasledovala
finalni centrifugace pti 13 000 x g po dobu 1 minut.

4.2.3 Vypocet vytéZnosti izolované RNA

Pro kvantifikaci izolované RNA byl pouzit UV spektrofotometr (NanoPhotometer,
Implen) a byla provedena sperktrofotometricka analyza. Spektofotometr byl kalibrovan pomoci
3 pl Elution Solution. Nasledné byly naneseny 4 ul pipetou lehce promichaného vzorku.
Vytéznost izolované RNA byla vyhodnocena pomoci parametri Axso/a280 @ A260/4230.
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4.3 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce, tedy syntéza cDNA z izolované RNA, byla uskute¢néna pomoci
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche).

K 12 ul RNA byl pfidan 1 pl polyT primeru a nasledovalo zahiati vzorku na 60 °C
v termocykleru po dobu 10 minut, pii kterém doSlo k denaturaci. Thned poté byl vzorek
zchlazen, aby nedoSlo k vzniku sekundarnich struktur molekul RNA. Déle byl ptidan Master
mix, ktery obsahoval: 4 ul RT pufru (Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer), 0,5
ul protektoru (Protector RNase Inhibitor), 2 pl smési deoxynukleotidi a 0,5 pl reverzni
transkriptazy (Transcriptor Reverse Transcriptase). Smés byla lehce promichana pipetou a
nasledn¢ inkubovana v termocykleru po dobu 60 min pii teploté 50 °C, piicemz probihala
reverzni transkripce.

Vysledna cDNA byla uchovéna pii -80°C. Pii qRT-PCR byly vzorky cDNA naiedény
tak, aby 1 pl roztoku obsahoval mnozstvi cDNA odpovidajicimu mnozstvi cDNA vzniklé
z 0,75ng celkové RNA.

4.4 Navrhovani primeri

Bylo navrzeno pét primerovych part pro kazdy CD gen (CD81 a CD?9) a jeden par pro
house keepingovy gen B-aktin (ACTB). Kazdy z péti primer nasedd do rtiznych exoni CD
gentl. Pro vlastni analyzu bylo potfeba vybrat jeden primerovy par pro gen CD9 a jeden
primerovy par pro gen CDS81.

Pro navrZeni primerti bylo vyuzito programu Primer3 Input 0.4.0 (Rozen & Skaletsky
2000). Specifické nasedani primert v genomu Equus caballus byla ovétena prostfednictvim
programu Primer BLAST, jez patfi pod mezindrodni databazi NCBI (dostupny na
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Bylo ovéieno, Ze primery nasedaji na jedine¢né misto v genomu
Eguus caballus.

Pro gen CD9 byla pouzita referencni sekvence Equus caballus 3.0 NC 009149.3,
chromozomu 6 plemene plnokrevnik, izolatu Twiligh (Obr.).

Pro gen CD 81 byla pouzita referencni sekvence Equus caballus 3.0 NC 009155.3,
chromozomu 12, plemene plnokrevnik, izolatu Twiligh (Obr.).

Pro house keepingovy gen ACTB byla pouzita referencni sekvence Equus caballus 3.0
NC 009156.3, chromozomu 13, plemene plnokrevnik, izoldtu Twiligh (Obr.) (Ye et al. 2012).

4.4.1 Pozice primeru v referen¢nim genomu koné doméaciho

Nasledujici data (Obrazek 16;17;18;19) zobrazuji umisténi navrzenych primera genu
CD9, CD81 a ACTB v jednotlivych exonech, jejich délku, sekvenci, Tm, % GC bazi a
komplementanritu (Ye et al. 2012).
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Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCTGGAATCGCGGTCCTT 18 60.13 6111 4.00 0.00
Reverse primer CTGTGTAGAAGCTGGAATTATTATTTT 27 5648 2963 6.00 3.00

Products on target templates
>NC_009149.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 6, EquCab3.0

product length = 108

34

Forward primer 1 GCTGGAATCGCGGTCCTT 18
Template 34817242 .....ieienienee... 34817259
Reverse primer 1 CTGTGTAGAAGCTGGAATTATTATTTT 27
Template 34B1734). ciiessesiessnsissassessiane, 4817315
Sequence (5'->3) Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CTGGATTGCTGTGGTATCGTTG 22 59.65 50.00 3.00 0.00
Reverse primer CGTTGTGAAGCTTGAGAGTACATCC 25 6186 48.00 6.00 2.00

Products on target templates
>NC_009149.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 6, EquCab3.0

product length = 87

Forward primer 1 CTGGATTGCTGTGGTATCGTTG 22
Template 34826101 ....ccccsensscsecscess 34826122
Reverse primer 1 CGTTGTGAAGCTTGAGAGTACATCC 25
Template 34826187 ..ccscccccncsssssscssesss 34826163
Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer AAGGATATCCAGGAATTTTACAAGGA 26 5812 3462 8.00 2.00
Reverse primer ATAGTGGATGGCTTTCAGCGTCT 23 6201 4783 3.00 2.00

Products on target templates
>NC_009149.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 6, EquCab3.0

product length = 99
Forward primer 1 AAGGATATCCAGGAATTTTACAAGGA 26
Template 34825873 .iiiiiiesasasssesasasaaas. 34825898

Reverse primer 1 ATAGTGGATGGCTTTCAGCGTCT 23
Template 34825962 ..iiiiiisinnensasanasa. 34825940

Obrazek 16. Gen CD9, forwardovy a reverzovy primer 1-3 (Ye et al. 2012).




Sequence (5'->3') Length Tm GC% Self complementarity
Forward primer CTGGATTGCTGTGGTATCGTTG 22 5965 50.00 3.00
Reverse primer CGTTGTGAAGCTTGAGAGTACATCC 25 6186 4800 6.00

Products on target templates
>NC_009149.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 6, EquCab3.0

product length = 87

Self 3' complementarity
0.00
2.00

Forward primer 1 CTGGATTGCTGTGGTATCGTTG 22
Template 34826101 .....ienienieeneeane.. 34826122
Reverse primer 1 CGTTGTGAAGCTTGAGAGTACATCC 25
Template 34826187 .i.iniiniinnienicanaean.. 34826163

Sequence (5'->3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CCATCAAGGAGGTCTTCGACAA 22 60.03 5000 4.00 2.00
Reverse primer ATCACCACAGCAATCCCGATG 21 60.75 5238 4.00 2.00

Products on target templates
>NC_009149 3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 6, EquCab3.0

product length = 70

Forward primer 1 CCATCAAGGAGGTCTTCGACAA 22
Template 34826810 ......eeeeeeneeaeane.. 34826831
Reverse primer 1 ATCACCACAGCAATCCCGATG 21

Obrazek 17. Gen CD9, forwardovy a reverzovy primer 4 a 5 (Ye et al.
2012).
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Sequence (5'->3') Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCCGGAGGTGTGATCCTG 18 5981 6667 4.00 1.00
Reverse primer TCCAAGCTCCAGATAGAGGAGGT 23 6199 5217 4.00 2.00

Products on target templates
>NC_009155.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 12, EquCab3.0

product length = 81

Forward primer 1 GCCGGAGGTGTGATCCTG 18
Template 34625480 .ocesesssecsssesss 34625497
Reverse primer 1 TCCAAGCTCCAGATAGAGGAGGT 23
Template 38625560 cuessmssssssanassoanss 34625538
Sequence (5'->3) Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCATCTACATCCTCATTGCTGTG 23 59.75 4783 4.00 2.00
Reverse primer AGCAGGCACTGGGACTCCTG 20 6401 6500 5.00 3.00

Products on target templates
>NC_009155.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 12, EquCab3.0

product length = 91
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Forward primer 1 GCATCTACATCCTCATTGCTGTG 23
Template 34628448 ....iiiiiienasesasaeana. 34628470
Reverse primer 1 AGCAGGCACTGGGACTCCTG 20
Template 34628538 ...cccncaescncnenaes 34628519
Sequence (5'->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer AAGCAGTTCTACGACCAGGCATT 23 6244 4783  3.00 1.00
Reverse primer CGTCTCATGGAAGGTCTTCACC 22 6068 5455 6.00 2.00

Products on target templates
>NC_009155.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 12, EquCab3.0

product length = 99
Forward primer 1 AAGCAGTTCTACGACCAGGCATT 23
Template 34629824 ..uervunanamseessaneens 4029846

Reverse primer 1 CGTCTCATGGAAGGTCTTCACC 22
Template 34629913 ..seavssssasssnsasesns 34629892

Obrazek 18. Gen CD81, forwardovy a reverzovy primer 1-3 (Ye et al. 2012).




Sequence (5'->3') Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GTGGCTCCAGCACGCTGAC 19 63.86 6842 6.00 2.00
Reverse primer AATAAGTTGGTGAGGACGCTGCT 23 6244 4783 3.00 2.00
4
Products on target templates
>NC_009155.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 12, EquCab3.0
product length = 88
Forward primer 1 GTGGCTCCAGCACGCTGAC 19
Template 34630369 ...cccccccncrasccns 34630387
Reverse primer 1 AATAAGTTGGTGAGGACGCTGCT 23
Template 34630456 .......... ceeeseseae... 34630434
Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer AAGACTGCCACCAGAGGATCGAC 23 6412 5652 4.00 2.00
Reverse primer GATCACCGCCACCACGAT 18 59.81 6111 4.00 2.00
5
Products on target templates
>NC_009155.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 12, EquCab3.0
product length = 83
Forward primer 1 AAGACTGCCACCAGAGGATCGAC 23
Template 34630985 :.isvasunsinnaEEEecess s 34631007
Reverse primer 1 GATCACCGCCACCACGAT 18
Template MEIAO67 ciscasssassunsannn 34631050
Sequence (5'->3") Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer AGTGTGACGTCGACATCCGTAAG 23 6249 5217 8.00 2.00
Reverse primer TGTGATCTCCTTCTGCATCCTGT 23 61.39 4783 400 0.00
Products on target templates ACTB

>NC_009156.3 Equus caballus isolate Twilight breed thoroughbred chromosome 13, EquCab3.0

product length = 104
Forward primer 1 AGTGTGACGTCGACATCCGTAAG 23
Template 4382712 ....cccccccscscccnccnas 4382690

Reverse primer 1 TGTGATCTCCTTCTGCATCCTGT 23
Template 4382609 onivieia saE T sEEEEE b S 4382631

Obrazek 19. Gen CD81, forwardovy a reverzovy primer 1-3, primery genu ACTB (Ye et al. 2012).
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4.5 qRT-PCR

Pro amplifikaci cDNA byl pouzit termocykler LightCycler Nano Instrument (Roche) a
kit FastStart Essential DNA Green Master (Roche), ktery obsahuje: FastStart SYBR Green
Master, 2x koncentrovany master mix obsahujici FastStart Taq DNA polymerazu, reakéni pufr,
nukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dUTP) a SYBR Green I.

Premix obsahoval: 5 pl mastermixu, 0,5 pl forwardového primeru o koncentraci 10 uM,
0,5 pl reverzového primeru o koncentraci 10 uM. Premix byl nanesen do jednotlivych jamek
stript v mnozstvi 6 pl. Déle byly pfidany 4 pul cDNA o koncentraci 0,75 ng/1ul do kazdé
z jamek stripu. House keepingovy gen ACTB byl amplifikovan také a negativni kontrolou byla
PCR H>O o shodném objemu jako cDNA.

gqRT-PCR reakce byla provedena nasledovné: polymeraza byla aktivovana teplotou 95
°C po dobu 10 minut, rychlost zmény teploty byla 5 °C/s; denaturace probihala pii teploté 95
°C po dobu 20 s, rychlost zmény teploty byla 5 °C/s; anneling probihal pfi teploté¢ 64 °C po
dobu 20 s, rychlost zmény teploty byla 4 °C/s a elongace probihala pti 72 °C po dobu 20 s,
rychlost zmény teploty byla 5 °C/s. Celkem prob&hlo 45 cykld, jez zahrnovaly kroky:
denaturace, anneling a elongace (bez aktivace polymerazy).

4.6 Vybér primeru pro vlastni analyzy

Pti vybéru paru primeri pro gen CD9 a CD81 byly na primery kladeny urcité
pozadavky. Pozadavky na primery vyplyvaji z:
e analyzy teploty tani — kiivka musi pfedstavovat jeden symetricky peak.
e separace na elektroforéze — vykazuji jeden specificky amplikon o o¢ekavané
velikosti vyplivajici z ndvrhu primerda.
e eficience amplifikace parti primerd CD genti a house keeepingového genu si
musi byt velice podobné s minimalnimi odchylkami.
e osekvenovani amplikont — sekvenace amplikonli musi odpovidat vybranym
CD gent a house keepingovému genu.
Primerovy pér, ktery nejvice odpovidal vySe zminénym pozadavkiim, byl vybran pro
analyzu exprese genit CD9 a CD8I1.

4.6.1 Ovéreni specificnosti amplikonii pomoci analyzy teploty tani

Analyza teploty tani byla provedena u vSech tkani kon¢ 1, vSech péti pari navrzenych
primert pro kazdy CD gen a také pro house keepingovy gen ACTB pomoci termocykleru
LightCycler Nano (Roche). Nejprve byly amplikony zahtaty na teplotou 60 °C po dobu jedné
hodiny. Rychlost zmény teploty byla 4 °C/s. Poté se rychlost zmény teploty zpomalila na 0,1
°C/s a amplikony byly zahtaty na teplotu 95 °C. Tato teplota byla konstantni po dobu 20 s. Na
zékladé prubéhu kiivek byla hodnocena amplifikace a jeji specifi¢nost.
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4.6.2 Ovéreni specificnosti amplikonii pomoci elektroforézy

Ziskané amplikony u jednotlivych primerovych pari byly separovany v 3% agardézovém
gelu v TBE pufru a obarveny pomoci ethidium bromidu. Specifi¢nost amplifikace byla ovéfena
u vzorku kon¢ 2, tkan¢ testes, biologického replikatu A.

Vzorek obsahoval: 10 ul RT-PCR produktu, 8 ul H,O a 2 ul barviva. Poté byl vzorek
nanesen do kolonek gelu, ktery byl vloZzen do systému horizontalni elektroforézy. Elektroforéza
probihala 61 min pfi napéti 120 V. Velikost amplikonil byla vyhodnocena na zéklad€ srovnani
s velikostnim standartem.

4.6.3 Vybér primeri na zakladé eficience

Eficience byla stanovena u vzorku hiebce 2, tkan¢ testes a biologického replikatu A na
zaklad¢ tedici fady s nasledujicimi mnoZzstvimi teplatové cDNA v reak¢nich smési o objemu
10 pl: 312,5 pg; 1250 pg; 5000 pg; 20 000 pg cDNA. Program termocykleru LightCycler Nano
(Roche) stanovil hodnotu eficience dle této fedici fady.

S jednotlivymi vzorky fedici fady cDNA byla provedena qRT-PCR a pro kazdé fedéni
byla ziskdana Cq hodnota. Na zéklad¢ ziskanych hodnot byla vytvofena standardni kiivka, ktera
vznikla propojenim Cq hodnot s hodnotami danych fedéni. Pomoci hodnoty sklonu kiivky byla
vypoctena eficienci reakce dle vzorce (Labquide 2014):

E= (10¢1/51p9) -1 )x 100
Eficience amplifikace musela byt u obou CD genti a house keepingového genu co
nejpodobnéjsi.

4.6.4 Sekvenacni analyza

Sekvenace probéhla u vzorku hiebce 2, tkang festes, biologického replikatu A. Byly
sekvenovany amplikony vzniklé pfi pouziti navrZzenych primerovych part, které spliovaly
vSechny vySe uvedené pozadavky (primerové pary F4 a R4 pro gen CD9, F2 a R2 pro gen CD81
a ACTB R a F). Sekvenovan byl i house keepingovy gen ACTB.

4.6.4.1 Cisténi RT-PCR produkti

Amplikony vzniklé pfi pouziti navrzenych primerovych pari byly z gelu vyizolovany
pomoci MinElute PCR Purification Kit (Qiagen). Cilem cisténi bylo odstranéni
nezabudovanych nukleotidl, zbytki primerti a templatové DNA.

Sterilnim skalpelem byla vyjmuta co nejmensi oblast gelu obsahujici DNA fragment.
Vyftiznuty vzorek byl zvazen a vlozen do 1,5ml zkumavky. V poméru 1:1 byl pfidan Binding
Buffer a smés byla inkubovéna pti 50 °C do momentu, kdy byl gel zcela v kapalném stavu. Poté
bylo 800 ul smési gelu a pufru preneseno na kolonku ve zkumavce. Nésledovala centrifugace
pfi 12 000 x g po dobu 1 minuty. Tekutina ve zkumavce byla vylita, zkumavka osusena a
kolonka vracena do zkumavky. Na kolonku bylo naneseno 100 pl Binding Buffru, opét
nasledovala centrifugace pii 12 000 x g po dobu 1 minuty a vyliti tekutiny ve zkumavce. Déle
bylo na kolonku pieneseno 700 ul Wash Bufferu. Vzorek byl centrifugovan pii 12 000 x g po
dobu 1 minuty. Tekutina byla opét slita. Nasledovala dalsi centrifugace vzorku pii 12 000 x g
po dobu 1 minuty, aby se vzorek procistil od zbylého promyvaciho pufru. Na kolonku bylo
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naneseno 25 pl HO (pH=8,1) a vzorek se nechal inkubovat pii laboratorni teploté po dobu 2
minut. Poté byl stocen v centrifuze pti 12 000 x g po dobu 1 minuty. Ve zkumavce ziistala DNA
zbavena necistot.

Vzorek DNA byl kvantifikovan stejnym postupem jako pii izolaci RNA pomoci
NanoPhorometeru, nicméné piistroj byl kalibrovan 3 pl H>O, jelikoz H>O byla pouzita jako
elucni roztok pfti izolaci DNA z gelu.

4.6.4.2 Sekvenace

Sekvenace amplikonti byla provedena ve 3 replikatech od obou CD genti a ACTB genu
pomoci kitu The BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) a kapilarni
elektroforézy ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Nasledné byly
vysledné sekvence srovnany s NCBI (mezindrodni nukleotidova databdze) pomoci programu
BioEdit version 7.2.5 (Hall 1999).

4.7 Stanoveni parametru Ratio ACq

Parametr Ratio ACq byl vyhodnocen pomoci termocykleru LightCycler Nano (Roche).
Pro nasledné statistické vyhodnoceni byla data zaznamenavana v programu Microsoft Excel,
kde byly soub&zn¢ vypocteny parametry ACq. Hodnoty Ratio ACq zobrazuji miru exprese genu
CD9 a CD81 normalizované k house keepingovému genu ACTB. Rozdil mezi Cq cilového genu
(target) a Cq house keepingového genu (hg) se oznacuje jako ACq vzorku (Rao et al. 2013):

Cq(targety — Cqmg) = ACq
Cq(cpyicpst) — CqactB) = ACq
Ratio ACq=2"¢€d

4.8 Statistické zpracovani vysledki

V ramci experimentu byly ziskdny hodnoty Ratio ACq, které normalizuji relativni expresi
CD genti k expresi house keepingovému genu. Jejich variabilita mohla byt ovlivnéna
nasledujicimi efekty: CD gen, tkéan, hiebec, biologicky replikat.

Normalita rozdé€leni byla testovana na zakladé Kolmogorova—Smirnovova testu
homogenity (graficky zndzornéného histogramem) a pomoci p-grafu. Homogenita rozptyll pro
jednotlivé efekty byla hodnocena pomoci Levenova testu. Tyto testy uréené pro splnéni
predpokladu analyzy rozptylu byly hodnoceny na hladin€ vyznamnosti a=0,05.

Pro urceni, které z vySe uvedenych efektl hraji statisticky vyznamnou roli ve variabilité
hodnot ACq, byla pouzita GLM-ANOVA hlavnich efekt (a0 =0,05). Vysledky ANOVY byly
hodnoceny graficky v podobé€ krabicovych grafti s vyznacenym 0,95 intervalu spolehlivosti. U
efektd, které predstavovaly statisticky vyznamny vliv na variabilitu bylo provedeno podrobné
vyhodnoceni ANOVY (post-hoc) pomoci Tukeyova HSD testu (a0 =0,05) s grafickym
vyjadfenim pomoci homogennich skupin. Pro vSechny statistické analyzy byl pouzit program
Dell Statistika version 13.
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5 Vysledky
5.1 Kvantifikace totalni RNA

Tabulka 2 (Casti 1 a 2) znazoriiuje vysledné hodnoty absorbance a koncentrace izolované
RNA vyhodnocené pomoci UV spektrofotometru. Tyto hodnoty byly vyhodnoceny u vSech
odebranych vzorkl a pohybuji se v rozmezi Azeo280 = 1,81-2,21 a Aze0230 = 1,85-2,25.

Tabulka 2/1.Vysledné hodnoty koncentrace a absorbance u vzorkii kon¢ 1,2 a 3.
Kin 1 | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230

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
Ta 28 2,00 2,30
Tb 35 2,04 2,15

Kin 2 | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230

Cla 61 2,21 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
Ta 39 2,16 2,25
Tb 41 1,83 1,98

Kin 3 | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230

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
Ta 29 1,97 1,89
Tb 22 2,05 2,03
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Tabulka 2/2. Vysledné hodnoty koncentrace a absorbance u vzorkli koné¢ 4 a 5.
Kun 4 Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230

Cla 53 1,90 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
Ta 31 1,96 2,08
Tb 28 1,89 1,90

Kun 5 Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230

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
Ta 26 2,18 1,95
Tb 34 221 2,17

5.2 Testovani navrZzenych primeru

5.2.1 Elektroforeticky test specifi¢nosti amplifikace

U vsech pouzitych primerti pro oba studované CD geny i pro house keepingovy gen
ACTB byly ziskany amplikony, které byly separovany v agarozové elektroforéze a jsou
zobrazeny na obrdzcich 20 a 21. Testem byly ovéfeny nastavené podminky pro amfplifikaci a
specifi¢nost primert.
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ACTB

S 1 C1 c2 C3

S — Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Obrazek 20. Elektroforéza amplikonu cDNA genu ACTB v rliznych tkani hiebce 2,
biologického replikatu A.

CD81 CDS
| ]
- o~ m < un un < m o~ L]
o o o o o o o o o o
iy ) .y S~ g o S = S~ b
w |l & & & Q|wje 3 & &fn

81bp 91bp 90bp 88bp 83 bp 87 bp 90bp 91bp 100 bp

70 bp

S — Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Obrazek 21. Elektroforéza amplikonu cDNA gentit CD9 a CD81 (primerové pary F1/R1
az F5/RS). Vzorek: tkan testes, hiebce 2, biologického replikatu A
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5.2.2 Hodnoty eficience reakce

Standartni kiivka amplifikace byla vyhotovena na zaklad¢ fedici fady cDNA. Dle této
kiivky byla vypoctena hodnota eficience znazoriiujici uc¢innost reakce. Obrazky 22 a 23
znazornuji eficienci pro oba CD geny s vybranymi primery a fazi plat6. Hodnoty eficienci
vybranych primerovych para genti CD a ACTB zobrazuje Tabulka 3.

w Amplification Fr i Notes 22 A1 Q)
Selected Target | CD3 F4+R4 3 2 u Q
=) 1
2 3
i g o075
o 27 & Z 05 3
240 e e P e 8 028
25 275 3 325 35 375 4 425  ©
Loazo(a) (- M S S S R~ I —
Co=-3.51 logse(s) + 39.36, =0.9991, Eror=0.07, E=1.927 (Int) 9 WAy E) oy B A o d:s
Exclude Standards | & Import @Expon Color by: | Sample ﬂ Dye: | SYBR Green | ﬂ | Show all dyes?
Obrazek 22. Standartni kiivka amplifikace cDNA pro gen CD9 a primera F4 a R4.
Vystup z programu LightCycler Nano.
w Amplification Amplification [ COVEYARRE)
Selected Target: | CD81F2+R2 v = &)
= |
L,
27 R o
o >
® 24; = = &
L R R B B e o s
25 275 3 325 35 3.75 4 4.25 =
Loaie(a) L T T T T T T T 1
Co=-3.47 logse(s) + 36.22, *=0.9981, Error=0.103, E=1.941 (Int) S ) e A Es s E CVC‘:’S
. Exclude Standards | | & import J | \?,]Expon Color by: | Sample ﬂ Dye: | SYBR Green | ﬂ | Show all dyes?

Obrazek 23. Standartni kiivka amplifikace cDNA pro gen CD81 a primery F2 a R2.
Vystup z programu LightCycler Nano.

5.2.3 Specifita amplifikace pomoci vyhodnoceni kfivek tani

Na zédklad¢ vyslednych kiivek z programu LightCycler® Nano (Roche) byla hodnocena
specifita amplifikace pomoci tvaru peaku, ktery znazornuje uvoliiovani barviva SYBR Green I

(Obrazek 24 a 25). Hodnoty teplot tani vybranych primerovych part genit CD a ACTB popisuje
Tabulka 3.
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Settings Peak Areas Melt Peaks Melt Curve Notes
Target | EC_CD9_F4+R4 v 06 A Y
£ —
Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshold 08 Tm = 80.06 °C [} -
= ? l
Peak 1 75.797 83.844 0.089 5 04 ‘H
L 034 \ 4]
0.2 \
044 % \
& \
= “0 65 0 75 & 85
; 5 7 75 5
4 Add || =Delete | 4 Up W Down Tomperature )
Obrazek 24. Kiivka tani a hodnota Tm u amplikonu CD9 a primert F4 a R4.
Settings Peak Areas Melt Peaks Melt Curve [ Notes
Target. | EC_CD9_F1+R1 v ;"\H @
0.6 . % /
Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshold 054 Tm = 80,87 C f ‘\ Lo
= | |
Peak 1 84.447 74.892 0.102 5 04 “
= |
5 03] { ®
0.2 ‘]1
pul| \
04— F T
& \
0-i— T T z LT IR
| 4Add || =Deete | 4 up & Down 60 65 70 75 80 85 90

Temperature (°C)

Obrazek 25. Kfivka tani a hodnota Tm u amplikonu CD9 a primert F1 a R1.

5.2.4 Sekvenace amplikonii

Sekvenace amplikonu CD9 (F4/R4) a CD81 (F2/R2) ma potvrdit specifi¢nost
amplifikace u vybranych primerovych part. Sekvenace byla provedena u amplikonu vzorku
hiebce 2, tkdn¢ festes, biologického replikatu. Obrazky 26, 27 a 28 porovnavaji nami ziskany
amplikon s databazemi NCBI a Ensembl. Datab4dze Ensembl popisuje tii sestfihové varianty

genu CD81, Obrazky 29-31 znazoriuji porovnani nami ziskané sekvence se sekvencemi vSech
tii sestfihli v databazi Ensembl.
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Gene Legend
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W Ensembl protein coding H

There are currently 72 tracks turned off.
Ensembl Equus caballus version 100.3 (EquCab3.0) Primary_assembly 13: 4,382,603 - 4,382,717

PREDICTED: Equus caballus actin beta (ACTB), transcript variant X1, mRNA
Sequence ID: XM_023655002.1 Length: 1888 Number of Matches: 1

Range 1: 989 to 1092 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
193 bits(104) 2e-45 104/104(100%) 0/104(0%) Plus/Plus 2
Query 1 AGTGTGACGTCGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCGGGTGGGACCA 60

trrrrrreeeeeerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e rrrrrrrrrrn
Sbjct 989 AGTGTGACGTCGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCGGGTGGGACCA 1048

Query 61 CCATGTACCCAGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACA 104

trrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e e et e rrrrrrrrrrrnl
Sbjct 1048 CCATGTACCCAGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACA 1052

Obrazek 26. Porovnani ndmi ziskané sekvence genu ACTB (F/R) (Query) se sekvenci transkripcni
varianty X1 databaze Ensembl (1) a NCBI (2).
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Obrazek 27. Porovnani nami ziskané sekvence genu CD9 (F4/R4) (Query) se sekvenci databaze Ensembl
(1)aNCBI (2)
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Lrrrrererrrrrrrerrrerrrrerrrrnd
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Obrazek 28. Porovnani nami ziskané sekvence genu CD81 (F2/R2) (Query) se sekvenci databdze Ensembl
(1) aNCBI (2).
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Exons/ Introns Flanking Intron sequence

Markup  loaded

S' upstream sequence
1 ENSECAE(0000261178

Intron 1-2
2 ENSECAE(0000204263

Intron 2-3
3 ENSECAE(0000204305

Intron 3-4
4 ENSECAE(0000204355

Intron 4-5
5 ENSECAE(0000204421

Intron 5-6
6 ENSECAE(0000204490

Intron 6-7
7 ENSECAE(0000204551

Intron 7-8
8 ENSECAE(0000306097

3' downstream sequence

UTR

34613224

723

12,253
15

2,856

895
75

293

445
102

523
87

81
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.......... gcttggetgtotagaatttegetgtaggatttteaggecagaceeectga

CTCTCGGGCCTCACCCAGGTTCCCGTCCCAGGRA TGTGARCARAGCGCCGGCTGGC
TACTTTGGCATCACCATCGCGAGAGCATCATCTCCTCCAGGGAGCCTTICTCGGATATCCA
AGGAGCCTGAGGGAGGGGAGAAGGAGAGAGGAAGGGGCTCTTICCCT fm‘nrfrrrrrgb
GGCTGCGCCCCGCACAGAGCGTCCGGATCCCGCGGTCCTGGCTGCACCAGGGTCCGCARA

GTGTGCGCGCCGCAAGCGRA TTGCGCGCAGCCTCCCCGGGGGCCCGACTGGGETACC
GGGCCGCGGCCGCTCGGCGCTY GGGGC
NNNNNGGGGC GCGECGCCCGATARGTGGCGGAGCCGAGCGCGLE

CCCGACCAGAGAGCGAGCGCGCAGCGGCGGCARCGACCTCGGCGCGCCCCGGCCAGGCCT
CCCGCGCCCCECGCCCCCCCEECETCTGCETGCCTCCAGCGCTCCCGCGCCCCCECECCT
CCGCCCTCGECCCCGECCGCCECCTCEECCCCCAGCCGCTGCTCACCCGGCCCGEECCCC
GCCGCCCECCTCCCAGGACCAGCCCGCGCCCCCCAGETCGCCGCCECCCGCGCCGCCATE
GGGGTGGAGGGCTGCACCAAGTGCATCAAGTACCTGCTCTTCGTTTTCAATTTCGICTTC

CICGCCGGAGETGTGATCCTGGGCCTGECCCTGTGGCTCCGCCATGACCCACAGACCACC
AACCTCCTCTATCTGGAGCTTGGAGATAAGCCTGCACCCAACACCTTICTATGTAG

-y -
GCATCTACATCCTCATTGCTGTH nnmnnn-nﬂ GATGATGTTCGTBGGATTCCTGGECTGCT

GTCAACAAGGACCAG

gtgagcctgagtccacaggggagag -....gtgtgacccccaccecccaccecag
ATC gﬂ%ﬂvngnggﬂﬂggggngn
GACGCCAACAACGCCAAGGCCCTGGTGARGACCTTCCATGAGACG

gtgegggggaactggggggaggeeg. - - - . . - . . .Ctgegggeacectgggtetetgeag
CICAACTGCTGTGGCTCCAGCACGCTGACCGCACTGACCACCTCCGTCTTARAGATCRAAC
CTGTGTCCCTCGGGCAGCAGCCTCCTCACCAACTTATTICARAG

gtgegtggeggtgggeggggectee. . -ga

GAAGACTGCCACCAGAGGATCGACGAGCTCTTCTH *nnzronﬂnﬂvﬂnﬂ CATCGGCATC
GCCGCCATCGTGGTGGCGGTGATCATG

vﬂénﬁnagﬂg»g»fg»fErrtng»rrsfbo
TGAGGCTCTGGCCGCCTGGECCCCACGCAGGCCCGETGEGACCCCTGCGGCACCCCCAGA
Ongnnnnnwnﬂaﬂ CIGTGGAGGGCCTCTCACCACCTGTGTATATAACTITICTGGTAT
TATTACTITGCTGCATTTATTAGTCTTITTACTITTGAGGTITIGTTITIGTCTTGARGT
TCCCTGTTABCTTCTGGEECTGACGTCACCTGTAGGTHGCATGTGAGTGGGCCCTGGEGA
CTGCAGGCCAGGGGCCCCCTCTGCTICTGGGGCCGCCTAGGAGGTCTIGCCTGCTCAGCC
AGGCTCTCCAGGGGACCTCAGAGGCCTTCTGGCCGAGCTGCGTCCTCCCACCCACCCATC
CCCATGGGCTGCACGGCTCACGCCGETTTTARTCCTIGTTTCTCTCCTGTCTCTAGAGCC
GGGTCTATGAGCGGCCTTATGCCTTTAATGCACCTCTCCTTTCTARCGCGTCACTTTCAR
CTGTAATTACGTCTTGARAGTCATTCAATAARGAAGGARRAACCAGGCA

tgctaacaaactg tettgtgectgeagegtccaagaceta. - vvnnnn ..

Obrazek 29. Porovnani ndmi ziskané sekvence genu CD81 (F2/R2) s databazi Ensembl — sestfihova varianta 201.
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Exons/Introns T

Markup loaded Show/hide columns (2 hidden)
nNOo. EXON / INTran Start End Length Sequence
S'upstreamsequence e, ccatgcetgtggcaggeatcccacatgtaaagtagaggaagatgggcacgg
1 ENSECAE00000312476 34,621,039 34,621,482 444 ATGTTAGCTCAGGGCCAGTCTTCCTCAGCARARAGAGGAGGATTGGCAGATGTTAGTICA

GGGCTARTCTTCCTCAARRAARRAARRAARRGACCCCGAGATGGGCCTGAAGTGACCRAG
CAGCCAGGGGCCTGGGGGCCCCCCTTGATCGCCATGCTCCGGGUCTCGCCCAGTGCCATT
ATGACACACTTCCCCTTCATGCTGGCCTCAGCTTCATCATGGACATTGTGTTCCCCAGCT
GCCCAGTCCCTTCTTGGACTGACCCTARACCCTCAGCTCTGTGGACGAGACCGCCATGTC
CCAGGGGCTTGCTGCTGGCCGCCAGAAGECTGGCGAGCCCAGGATCCTGCTTCTCACCTC
GGCGCACAGTTGGCACCAGCACGGCAGCCTGGATCCTTTGGGACCCGGARGAGACATTTA

CCCCARAGGCCTTGCTGCCTAGAR
Intron 1-2 34621483 34625476 3,994 gttcagtcatcagggatctgggggy aacgctgtgtecgttetttecccag
2 ENSECAE00000204263 34,625 477 34,625,591 15 CTCGCCGGAGCTGTGATCCTGEECCTGGCCCTGTGECTCCGCCATGACCCACAGACCACC
AACCTCCTCTATCTGGAGCTTGGAGATAAGCCTGCACCCAACACCTTCTATGTAG
Intron 2-3 34,625,592 34628 447 2,856 gtgagtgcacgtggggtgggccaag. . . . . aggatgtccatctttetteccacag
3 ENSECAE00000204305 34628 448 34,628,545 98 GCATCTACATCCTCATTGCTGTGGGGGCRGTGATGATGTTCCT]|GGATTCCTGGGCTGCT
ATGGGGCCATCCAGGAGTCCCAGTGCCTGCTGGGGACG
Intron 3-4 34,628,546 34,629,440 895 gtaaggtccotgggetgggtggggaa atccccectetcotgeccegacecag
4 ENSECAE00000204355 34629 441 34629515 75 TTCTTCACCTGCCTGGTGATCCTGTTTGCCTGCGAAGTGECTGUTGGTATCTGGGGCTTT
GTCAACAAGGACCAG
Intron 4-5 34629516 34,629,808 293 gtgagectgagtccacaggggagag .gtgtgacccccaccecccaccecag
5 ENSECAE00000204421 34,629,809 34629913 105 ATCGCCAAGGACGTGAAGCAGTTCTACGACCAGGCATTGCAGCAGGCECTGETGGACGAC
GACGCCAACARCGCCAAGGCCGTGGTGARGACCTTCCATGAGACG
Intron 5-6 34629914 34,630,358 445 gtgegggggaactggggggaggecy. - . . ctgegggeacectgggtetetgeag
6 ENSECAE00000204490 34,630,359 34,630,460 102 CTCAACTGCTGTGGCTCCAGCACGCTGACCGCACTGACCACCTCCGTCTTARAGATCAAC
CTGTGTCCCTCGGGCAGCAGCGTCCTCACCAACTTATTCAAG
Intron 6-7 34630461 34,630,983 523 gtgcgtggeggtgggeggggectee gaccgcctgtggccatcccctacag
7 ENSECAE00000204551 34,630,984 34,631,070 87 GARGACTGCCACCAGAGGATCGACGAGCTCTTCTCRGGGAAGCT GTATCTCATCGGCATC
GCCGCCATCGTGGTGGCGGTGATCATG
Intron 7-8 34631071 34631151 81 gtaagtgggtgggcggggtgtetge. ... .. . .gcggececggectgeccctecctgeag
8 ENSECAE00000306097 34,631,152 34631740 589 rﬂnﬂ.‘nr-wﬂgﬂnnﬂgf»shfr»r»shc.—ccrb»rreggcfrrsibn
TGAGGCTCTGGCCGCCTGGGCCGCAGGGAS CGGTGGGACCCCTGCGGCACCCCCAGA
GCAACCCGGACCTTCTCT CTCTCACCACCTGTGTATATAACTTTICTGGTAT
TATTACTTTGCTGCATTTATTAGTCTTTTTACTITTGAGGTTTIGTTTITGTCTTGAAGT
TCCCTGTTABCTTCTGGGGCTGACGTCACCTGTAGGTRGCATGT GAGTGGGCCCTGGGGA
CTGCAGGCCAGGGGCCCCCTCTGCTTICTGEGGCCGCCTAGGAGETCTTGCCTGCTCAGCC
AGGCTCTCCAGGGGACCTCAGAGGCCTTCTGGCCGAGCTGCGTCCTCCCACCCACCCATC
CCCATGGGCTGCACGGCTCACGCCGGTTTTARTCCTTGTTICTCTCCTGTCTCTAGAGCC
GGGTCTATGAGCGGCCTTATGCCTTTAATGCACCTCTCCTTTCTARCGCGTCACTTTCAR
CTIGTAATTACGTCTTGAAAGTCATTCAATARAGAAGGAARRACCAGGCA
3' downstream sequence tgctaacaaactgtetgyg tcttgtgectgcageg gaceea..........

Obrazek 30. Porovnani ndmi ziskané sekvence genu CD81 (F2/R2) s databazi Ensembl — sestfihova varianta 202.
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Exons/ Introns  Translated sequence Flarking sequence  Intr

Variants  [3pimeUTR| Missense |

Exon / Intron Start End Length Sequence

Supstreamisequence e

ENSECAE(0000312478 34,821,039 34,821,482 444

Intron 12 24,625,478 2934

ENSECAE(0000204263 24,926,591 15

Intron 23 34,628 447 2858

ENSECAE(0000204305 34828545 EH

Intron 24 24,629,440 295

ENSECAE(0000204355 34829515 7

Intron 45 234,629,808 23

ENSECAE(0000204421 24,629,912 105

Intron 58 24,830,258 445

ENSECAE(00002044%0 34,830,480 102

Intron -7 24,820,983 53

ENSECAE(0000204551 34,831,070 87

Intron 78 246834712 3642

ENSECAE(0000308845 34834840 128

Intron 89 24,835,008 108

ENSECAE(0000028408 34835955 949 XIGRGN Iiingpn
CTGACACCATCTCOCTTAGCGACTCRGACTCCGACCTCAGCCTEOCRGACEETOCTGAMG
TEEAAGCTCTETCOCCAGAGEEECTTCC CCAGGEEEATTCAGECCCCEATG
AGC0CCTCACGO0C00CANGEECCACCCCACACTIGCTCTCCAGCCETICCACCTGAGAG
GCACGAGC X (GOGCAGCCACAACATCTTRGACTGCK
CCAGECALECTCC X ATGEETGAL TTCAAMC
GE0C0CTCARECCCTCARGOCAGCCTCCAGCAGAGEEC00EEECACTEOCAGTCAGRECC
AGTACAGOCTGEANGA0GTERCTEAGEOCACTGAGCARAGCARCOGEECTROCGCCCTGR
CCTTCCTEAGCTOCCAGAGCCTCACTGOCCCCAGTGACTATGTGCCCTCTTICARCCAGS
ATCCCTCCAGC GEETCATCTTCALC LCCGECACGAGOCAGCGAGE
CCAGACCTG X CEEECREEECEACCCTE
GEAACCOGECAETERLC X _F_Evgvg

Intron 8-10 24,835,958 24828.438 434 9 ttazagegat

ENSECAE(00002687020 34,635,440 34,635,548 109 GGGTGACCOCICCTCAGTCAGEEEC!

3 downstream sequence

Obrazek 31. Porovnani ndmi ziskané sekvence genu CD81 (F2/R2) s databazi Ensembl — sestfihova varianta 203.

CTGEEC00CTETECTOC TGCAGACCACAGTGO0GEEETGA




5.2.5 Vybér primeri

Pro nasledujici analyzu byly vybrany tyto primery:
- pro gen CD9 byly vybrany primery R4 a F4.
- pro gen CD81 byly vybrany primery R2 a F2.

Tabulka 3. Hodnoty teplot tdni (Tm) a eficienci (E) vybranych primerovych part.

CD9 (R4/F4) | CDS81 (F2/R2) ACTB
Tm 80,06 °C 84,78 °C 85,32 °C
E 1,927 1,941 1,971

5.3 qRT-PCR - vyhodnoceni relativni exprese CD9 a CD81

Obréazek 32 znazoriuje relativni expresi geni CD9 (primerovy par F4/R4) a CDS81
(primerovy par F2/R2) v tkanich hitebce 1, biologického replikatu A, na zaklad¢ vysledkt Ratio
ACq. Obrazek 32 dokumentuje vzorovy vystup hodnoceni programem LightCycler Nano
(Roche). Z tohoto obrazku je patrné, ze ve varleti byla intenzivnéjsi exprese CD81 vici genu
CD9. Ve vsech castech nadvarlete byla naopak vyssi exprese genu CD9 oproti genu CD81.
Tento vysledek byl obecné platny pro vSech pét hodnocenych hiebcti.

Analysis Stages: i Absolute Quantification Relative Quantification
Relative Quantity Chart

01

HREBEC 1

0.08-
0.05

Ratio

CD81 s CcD9

sy CD81

0.02-

0

testes caput epididymis corpus epididymis

Sorting order: | Group by samples ¥ | Chart Type: | Auto \ A
Obrazek 32. Vystup z programu LightCycler Nano (Roche)

5.4 Statistické Setreni

1.1.1 Test normality dat

Pred vlastnim statistickym Setfenim byla ovéfena homogenita rozptyll.
Kolmogoroviiv—Smirnovovilv  test homogenity prokazal, Zze ziskand data (ACy)
jsou distribuodvana v souladu s normalnim rozdélenim (d=0,12705; p>0,05). Distribuci dat
znazornuje histogram a P-graf (Obrazek 33 a 34), kde 1ze vidét, Ze body opisuji ptiblizné prabéh
piimky.
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Obrazek 33. Hodnoceni normality rozdélni pomoci histogramu.

Ocekavana normaini hodnota

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
Hodnota

Obrazek 34. Hodnoceni normality rozdélni pomoci P-grafu

Homogenita rozptylu byla potvrzena pomoci Levenova testu pro nasledujici efekty:
biologicky replikat (p=0.850587), hiebec (p=0,832364), gen (p=0,919407); p>0,05.
Homogenita rozptylu nebyla potvrzena pro efekt tkan z divodu vysoké variability exprese v
jednotlivych tkénich.

53



5.4.1 Hodnoceni variability tkani, biologickych replikati, hiebct a geni

Tato prace méla za kol navrzeni markerti, exprese byla hodnocena pomoci ACq
(Tabulka 4) a nikoliv pomoci AACq, ktera se pouziva pii hodnoceni dvou a vice genti. Dlivod
byl takovy, ze jsme chtéli data vyhodnotit parametricky, pomoci parametrického testu.

ANOVA ma ptedpoklad, aby vstupni data nebyla vnitin¢ korelovana (dva nezavislé datové
soubory). Cilem nebylo porovnat, jestli je vétsi procentickd exprese u genu CD81 nebo CD?9,
ale porovnat ktery z faktori ma vliv na expresi danych gent.

Tabulka 4. Vysledné hodnoty Ratio ACq u vSech koni, tkdni a replikati s vybranymi primery.

Hrebec Tkan RATIO ACq
CD9A | CDY9B | CD81A |CD81B

1 testes 0,021 0,023 0,088 0,087
1 caput epididymis 0,094 0,091 0,046 0,044
1 corpus epididymis 0,083 0,08 0,03 0,03

1 cauda epididymis 0,048 0,051 0,013 0,011
2 testes 0,026 0,025 0,111 0,109
2 caput epididymis 0,108 0,103 0,057 0,055
2 corpus epididymis 0,099 0,091 0,038 0,041
2 cauda epididymis. 0,056 0,058 0,019 0,018
3 testes 0,018 0,015 0,075 0,077
3 caput epididymis 0,088 0,086 0,041 0,04

3 corpus epididymis 0,079 0,075 0,024 0,026
3 cauda epididymis 0,038 0,041 0,01 0,012
4 testes 0,024 0,026 0,103 0,109
4 caput epididymis 0,103 0,101 0,055 0,051
4 corpus epididymis 0,079 0,082 0,027 0,03

4 cauda epididymis 0,051 0,053 0,017 0,015
5 testes 0,029 0,028 0,119 0,122
5 caput epidymis 0,121 0,12 0,069 0,07

5 corpus epididymis 0,093 0,09 0,047 0,045
5 cauda epididymis 0,067 0,063 0,024 0,022

Tabulka 5 znazornuje vysledky statistického testu ANOVA. Pokud je hodnota p< 0,05
(Cervené pole), znamend to, ze znaceny faktor ma statisticky vyznamny vliv na variabilitu
hodnot Ratio ACq (a=0,05). Jako zavisla proménné byla zvolena hodnota Ratio ACq, jako
nezavislé byly zvoleny faktory: biologicky replikat, gen, hiebec a tkan. V tomto ptipad¢ je
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statisticky vyznamny faktor tkdn a gen. Rozdily mezi kategoriemi tfidicich faktorG byly
graficky vyhodnoceny pomoci krabicovych grafti (Obrazek 35 az 38).

(Cerveng).

Tabulka 5. Vysledky testu GLM-ANOVA oznacujici statisticky vyznamné fakto
« Stupné «
SC (volnosti) PC F P
Abs. €len | 0,270746 1 0,270746 |326,1917|0,000000
Replikat | 0,000006 1 0,000006 | 0,0073 |0,932207
Hiebec | 0,005562 4 0,001391| 1,6753 |0,165443
Tkan 0,018842 3 0,006281 | 7,5668 |0,000187
Gen 0,004500 1 0,004500| 5,4215 |0,022784
Chyba | 0,058102 70 0,000830
0,070
0,068 | ~
0,066 | T
0,064 |
0,062 |
0,060 |
o
T 0,058 | L m— S !
1
0,056 |
0,054 |
0,052 |
0,050 | B
0,048 | =
0,046 : :
Replikat A Replikat B
Replikat

Obrazek 35. Vystup ANOVA: krabicovy graf pro tfidici faktor replikat, ktery neptedstavuje
statisticky vyznamny zdroj variability (p=0,93221).
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Obrazek 36. Vystup ANOVA: krabicovy graf pro tfidici faktor hiebec, ktery neptedstavuje
statisticky vyznamny zdroj variability (p=0,16544).
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0,06

Ratio
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0,04
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0,01

testes corpus cauda caput epidymis

Tkan
Obrazek 37. Vystup ANOVA: krabicovy graf pro tfidici faktor tkan, ktery prestavuje stat.
vyzn. zdroj avriability (p=0.0019).
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Obrazek 38. Vystup ANOVA: krabicovy graf pro tfidici faktor gen, ktery piestavuje

CD81

statisticky vyznamny zdroj avriability (p=0,02278).

Vzhledem k tomu, Ze ANOVA prokazala jako statisticky vyznamné efekty tkan a gen,
byla provedena post-hoc analyza (Tukeyv HSD test, 0=0,05). Tukeylv HSD test pro

proménou Ratio ACq vytvofil homogenni skupiny.

Pro faktor tkan se jednalo o 2 homogenni skupiny: corpus epididymis, caput epididymis
a testes tvorily jednu homogenni skupinu a cauda epididymis tvotila druhou homogenni
skupinu (Tabulka 6). Pro faktor gen se jednalo také o dvé homogenni skupiny: gen CD81 a

CD9 (Tabulka 7).

Tabulka 6. Vysledky Tukeyova HSD testu pro faktor tkan.

Caput epididymis 0,077150

Tkan Ratio (Primér) | 1 2
Cauda epididymis 0,034350 okl
Corpus epididymis 0,059450 otk

Testes 0,061750 Hk ok

skskoskok
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Tabulka 7. Vysledky Tukeyova HSD testu pro faktor gen.

Gen Ratio (Primér) 1 2
CD81 0,050675 ootk
CD9 0,065675 otk

58



6 Diskuze
6.1 Biologicky material

Das et al. (2010) izoloval RNA ze vzorku ziskanych biopsii nadvarletni tkdn¢ hiebce.
Tkan byla odebrana pomoci jehly a vzorek pro izolaci odpovidal velikosti 11 mm této jehly
urcené k biopsii. Ke kazdému vzorku ptidal 1 ml RNAlateru (protektor RNA) a vzorky ihned
zmrazil a uchovéaval pfi -80°C. V této diplomové praci byly pouzity vzorky varlat ziskané po
kastraci veterinarnim lékafem. Pouzito bylo 25-45 mg varletni tkan¢, které byly také ihned
zmrazeny a uchovany pii -80°C. I bez pouziti protektoru RNA byla vytéznost izolované RNA
v této praci uspokojujici (Tabulky 2/1 a 2/2).

6.2 Metodika izolace RNA

Dulezitym aspektem pro vybér metody a kitu izolace RNA je cilovy produkt. Je rozdil v
izolaci celkové RNA nebo jen urcitého typu RNA. Piikladem kitu, ktery izoluje jen velmi malé
RNA bez pouziti neekologického fenolu nebo chloroformu, je CatchGene Cell/Exosome
miRNA Kit (Biovendor) (Bird 2005).

Izolovat RNA Ize pomoci kyselé¢ pH extrakce guanidinium thiokyanatu, fenolu nebo
chloroformu. Pomoci komeréné dostupné kyseliny fenolové 1ze jednim krokem provést uplny
rozklad tkané (RNéza-free oSetfeno) (Bird 2005; Chomczynski & Sacchi 2006). Nejcastéji
vyuzivana metoda je izolace pomoci vazebné kolonky. Metoda je jednoducha a sklada se ze
Ctyt obecnych krokti: (1) bunécna lyzace, (2) selektivni vazba nukleovych kyselin na rotacni
kolony, (3) odstranéni zbytkovych kontaminantli a inhibitori a (4) eluce vycisténych
nukleovych kyselin. Kity, které¢ vyuZzivaji vazebnych kolonek, jsou napt. innuPREP RNA Mini
Kit 2.0 (Analytic Jena), jez byl vyuzit napt. ve studii Chatmahamongkol et al. (2019). Tento kit
ma vyhodu v tom, Ze neni potfeba pouzit DNazu, jelikoz obsahuje ,,pfedkolonku®, ktera vzorek
ocisti od genomové DNA. V pfipad¢, ze je potieba izolace DNA 1 RNA, tento kit je schopen
izolovat ob¢ nukleové kyseliny z jednoho vychoziho vzorku.

Metoda izolace RNA pomoci vazebnych kolonek byla vyuzita i v této diplomové praci
za pouziti kitu Gen Elute™ Mammalian Total DNA/RNA Miniprep (Sigma). Izolace RNA
z varlat hiebcli probihala za pomoci tohoto kitu bez obtizi. Vzorky RNA byly okamzité
zmrazeny Vv kapalném dusiku a uchovéavany pti teploté¢ -80°C. Béhem postupu nedoslo
k degradacim RNA, izolovanda RNA méla uspokojivou vytéZnost a neobsahovala
kontaminanty, mj. i proto, Ze byl pouzit produkt RNaseZAP TM (Sigma), ktery odstranil
nezadouci RNdazy. Studie Chong et al. (2020) porovndvala metodu izolace mrazené¢ RNA a
metodou izolace RNA pfi laboratorni teploté za vyuziti stabiliza¢niho ¢inidla. Jedna skupina
vzorkl byla uchovavana pii teploté -20 °C a druha skupina (s pfidanym stabilizacnim ¢inidlem)
byla skladovéna pfti laboratorni teploté po dobu 7 dnli. Vzorky chranéné stabiliza¢nim roztokem
RNAprotect cell Reagent (Qiagen) a RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen)
vykazovaly uspokojivou koncentraci a vytéznost odpovidajici skupiné vzorkid uchovavanych
pfi teploté -20 °C.
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Izolace RNA nemusi byt jen manudlni. Existuje fada automatickych izolatort, napf.
QIAcube RNA izolator (QIAGEN) pro izolaci virové RNA. Systém je zcela automaticky. Na
piistroji se zvoli vybrany extrakéni kit, objem vzorku, pocet vzorkd (pro centrifugaci) a
zkontroluje se nanaska pufri na piislusnych pozicich. Vzorky s lyza¢nim pufrem se vlozi do
QIAcube a probihd automatickd izolace. Po skonceni izolace je doporuceno spustit
dvanactiminutovy UV run pro sterilizaci (Bremer et al. 2018).

Das et al. (2010) izoloval RNA ze spermii a varlat hiebci pomoci RNeasy Mini Kitu
RNA u spermii je velmi nizké, protoze maji haploidni sadu chromozomi (Gilbert et al. 2007).
Spermie jsou vysoce kondenzovanymi bunikami s rozdily mezi druhy savcl, i to znacné
znesnadnuje izolaci RNA (Varner & Johnson 2007).

6.3 VytéZnost izolované RNA

Vytéznost izolovanych nukleovych kyselin se nejcastéji stanovuje absorbanci pii vinové
délce 260 nm a 280 nm (Madubashetha et al. 2019). A260 udava koncentraci nukleové kyseliny,
A2g0 udava miru kontaminace nukleové kyseliny proteiny. Pomér mezi Azeo a Azgo informuje o
Cistoté roztoku, Cistd RNA vykazuje hodnotu kolem Aeo/a280 = 2, hodnoty Azeo/a2s0 <2 znaci
kontaminaci (Barbas et al. 2007). Hodnota A2s0/a230 je pouzivana jako sekundarni mira Cistoty
nukleovych kyselin. Nekontaminovand nukleova kyselina vykazuje hodnotu Azeo/a230
v rozmezi 2,0-2,2. Pokud je pomér nizsi, ve vzorku jsou ptitomné kontaminanty, které absorbuji
pii vinové délce 230 nm (fenol, karbohydraty) (NanoDrop Spectrophotometers (Thermo Fisher
Scientific)).

Stejné jako v této praci, ve studii Chong et al. (2020) a Das et al. (2010) byla hodnocena
Cistota RNA pomoci parametrli Axeo/a2s0 @ Azeo/a2zo. Hodnoty Aszeoa2so se pohybovaly v
rozmezi 1,8-2,0 a Azeo/a230 v rozmezi 1,8-2,2 coz naznacuje, Ze RNA nebyla kontaminovana
(Chong et al. 2020). V této praci se pohybovala vytéznost izolované RNA v rozmezi A260/280 =
1,81-2,21 a Azsor230 = 1,85-2,25 (Tabulky 2/1 a 2/2) a proto, lze fici, ze izolace RNA prob¢hla
v poradku. Pro vypocet absorbanci byl vyuzit UV spektrofotometr (NanoPhotometer, Implen),
ale existuje 1 ftada dalSich spektrofotormetri, napf. Nano One spectrophotom-eter
(ThermoFisher Scientific) (Chong et al. 2020) nebo NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
(Das et al. 2010).

6.4 Navrh a vybér primeru

Primery byly navrzeny pomoci programu Primer3 Input 0.4.0 (Rozen & Skaletsky 2000).
Program Primer BLAST ovéfil specifi¢nost nasedani primerti v genomu koné domaciho (Ye et
al. 2012). Oba programy jsou hojné vyuzivany pro navrhovani primert (Das et al. 2010;
Wahyuni & Seprianto 2018; Khoirinisah et al. 2020).

K ovéteni velikosti amplikont bylo vyuzito separace v gelové elektroforéze v TBE pufru.
Na zaklad¢ elektroforetického grafu (Obrazek 20 a 21) Ize fici, ze vSech pét parti navrzenych
primerd obou CD genti i house keepingového genu ACTB amplifikovalo produkt ocekavané
velikosti vyplivajici z ndvrhu primerd. Pro vizualizaci fragmentt bylo pouzito barvivo ethidium
bromid a zobzrazeni pod UV svétlem.
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Tato metoda ovéfeni specifické amplifikace je Casto vyuzivana i jinymi autory (Callejon
et al. 2012; Khoirinisah et al. 2020) Koncentrace agar6ézového gelu byla 3%, jelikoz byly
separovany produkty o velikost 70 az 100 bp. Koncentrace byla dostacujici, separace produktt
odlisila produkty s rozdilem jednotek bp. Ve studii Siddappa et al. (2013) byl taktéz pouzit
agaozovy gel a barvivo ethidium bromid, nicméné koncentrace gelu byla 1%. Niz8i koncentrace
agardzového gelu byla pravdépodobné zvolena proto, Ze velikost sledovaného amplikonu této
studie byla vétsi, a to 437bp. Khoirinisah et al. (2020) pouzil pro detekci produktu o 100 bp 2%
agardzovy gel a taktéz barvivo ethidium bromid, stejné tomu bylo ve studii Das et al. (2010),
ktery detekoval produkty v rozmezi velikosti 150-350 bp.

Specifi¢nost amplifikace vybranych pari primert potvrdila i sekvenace amplikonu na
Obrazcich 26-31. Nami ziskand sekvence geni CD9, CD81 a ACTB byla identickd se
sekvencemi v databazich NCBI i Ensembl (Obrazek 26-31). Primery byly navrzeny dle
databaze NCBI pro vSechny tii geny. Dle dat z této databaze, se predpokladalo, ze gen CDS81
ma jednu sestithovou variantu, jak je uvedeno v NCBI. Nicmén¢ v pribéhu 2 let, kdy probihalo
zpracovani vysledkt a jejich diskutovani, databaze Ensembl ptidala informace, ze u genu CD81
mohou existovat 3 transkripcni varianty (sestiihové varianty CD81-201 az 203). Pii navrhovani
primerid jsme méli §tésti, ze jsme si vybrali exon, ktery je soucasti vSech tfech sestfihovych
variant uvedenych v databazi Ensembl. Nami ziskana sekvence se nachazi v exonu €. 3 vSech
ttech sestfihovych variant (Obrazek 29-31).

Analyza teploty tani ovéfila specifi¢nost amplikonti pomoci programu LightCycler®
Nano (Roche). Peak znézoriuje rozruseni vodikovych mustkli a uvoliiovani barviva SYBR
Green [. Kfivka tani ma u genu CD9 (primerovy par R4 a F4) pozadovany symetricky tvar
(Obrazek 24). Naopak u vzorku genu CD81 a pouzitého primérového paru F1 a R1, Ize vidét
mirnou asymetrii (Obrazek 25), bez vyraznéjSiho druhého peaku, ktery by znacil nespecifickou
amplifikaci nebo tvorbu primert-dimert. Teplotu tani Ize 1 vypocitat pomoci rovnice, do které
se dosazuji pocty zastoupeni dusikatych bazi (Nakano et al. 1999). Vypocet Tm touto cestou je

v

pouze odhadovany daleko ptesnéjsi je vypocet programem.
6.5 Prepis RNA do cDNA a qRT-PCR

K ptepisu RNA do ¢cDNA byl pouzit kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
(Roche) a FastStart Taqg DNA polymeraza (Roche). Ve studii Das et al. (2010) byla pouzita
Platinum Taq DNA polymerdza a Superscript III One-Step RT-PCR Systém (Invitrogen
Corporation). Reverzni transkripce probihala pied prvnim krokem RT-PCR pii 55 °C po dobu
30 minut (Das et al. 2010).

Pro provedeni RT-PCR amplifikace a vyhodnoceni vysledkd byl pouzit LightCycler
Nano (Roche). Dal$imi termocyklery, které¢ jsou vyuzivany k amplifikaci jsou napf.
LightCycler® Nano Instrument (Roche), ktery ve studii Simdes et al. (2011) prokazal vysokou
citlivost a specifi¢nost.

V dnes$ni dobé¢ lze pro amplifikaci DNA pouzit digitalni PCR (Vogelstein & Kinzler
1999). RT-PCR je uzitecnd metoda pro relativni méteni, ale pouze nepiimo pomoci hodnoty
AC4, kterou ovliviiuje eficience reakce, coz omezuje presnost (Hindson et al. 2011). V dPCR
jsou fragmenty DNA izolovany s reakéni smési ve velkém mnozstvi alikvét o objemu v fadech
piko az x desitek nanolitrti a nasledné dochazi k amplifikaci v jednotlivych alikvotach. Alikvoty
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jsou dvoji, bud’ se teplatova DNA rozdé¢li pomoci emulze olejovych kapicek nebo do mikrocip.
Me¢teni fluorescence koncovych bodt v kazdé oddélené oblasti umoziiuje absolutni kvantifikaci
cilové nukleové kyseliny bez nutnosti pouziti kalibracni kfivky. Na obrdzcich 22 a 23 jsou
znazornéné kalibracni kiivky a hodnoty eficience, které se mezi CD geny s vybranymi primery
a ACTB li8i pouze v fadech setin (Tabulka 3), coz zaruCuje platnost a efektivnost relativni
kvantifikace.

V dPCR se vyuziva fluorescencniho barviva nebo fluorescencné znacenych sond (Bustin
& Nolan 2004; Catarsi 2019; Fialova et al. 2019). Dle postupu Hindson et al. (2011) cte
automatizovany kapickovy pratokovy cytometr kazdou sadu kapi¢ek po PCR rychlosti 32
jamek za hodinu.

Studie Takahashi et al. (2014) se zabyvala detekci mikroRNA. Pro detekci takto malych
RNA neni vhodné pouzit qRT-PCR, kterd je omezena citlivosti na malé mnozstvi RNA ve
vzorku, a proto bylo vyuzito citlivéjsi metody dPCR (Hindson et al. 2013; Takahashi et al.
2014).

6.6 Relativni exprese CD9 a CD81

6.6.1 House keepingové geny

K vyhodnoceni relativni exprese se vyuziva house keepingovych gena, dle nichzZ je
normalizovana relativni exprese genu pomoci hodnot Ratio ACq (Pfaffl 2001; Rao et al. 2013).

V této studii byl pouzit house keepingovy gen B-aktin jako v mnoha dalSich studii (Bas
et al. 2004; Eisenberg & Levanon 2013), avSak pro detekci miRNA neni vhodny (Sikand et al.
2012). B-aktin je jeden znejhojnéji exprimovanych bunécnych proteind savci a ptaku.
Spole¢né s y-aktinem je f-aktin hlavni slozkou mikrofilamentarni sité buiiky (Clarke & Spudich
1977). Podili se na intracelularnim pohybu organel, cytokinezi a motilité bunck (Weeds 1982).
Nicméné -aktin nejspise neni vhodny pro studium exprese genti pro bezobratlé. Ve studii Zhou
et al. (2018) byla zaznamenana riizna mira exprese -aktinu mezi jedinci i tkdnémi. Jako vhodné
house keepingové geny byly vybrany GAPDH a cyklofilin A.

Mimo B-aktinu existuje cela fada jinych house keepingovych genii: 18S rRNA, tubulin
HGPRT  (Hypoxantin-guanin  fosforibosyltransferdza), G6PD (gluk6zo-6-fosfat
dehydrogenéza) a dalsi (Lee et al. 2002; Bas et al. 2004; de Kok et al. 2005).

Ve studii Chatmahamongkol et al. (2019) byl pouzit jako house keepingovy gen
GAPDH (Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza). Tento protein slouzi jako katalyzator
jednoho z krokii glykolyzy (Barber et al. 2005). Studie Barber et al. (2005) se zaméfila na
detekci mRNA genu GAPDH v riznych tkénich ¢lovéka a vyvratila predpoklad konstantni
exprese house keepingovych genii napfi¢ tkdnémi organismu. Tato studie dosla k zavéru, ze
mira exprese mRNA genu GAPDH se miize li$it az patndctindsobné naptic tkanémi a jedinci.

6.6.2 Uloha proteinii CD9 a CD81 ve vazbé spermie-oocyt

Proteiny CD9 a CDS81 spolu s CD63 se ucastni primarni vazby spermie s kumularnimi
buiikkami a ZP oocytu. V pribéhu akrozomalni reakce dochazi k ptemisténi proteinu CD9 a
CD81 (mysi), které se po sléze ucastni sekundarni vazby (skot) spolu s CD151 (mys, ¢lovek).
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Spermie pronikaji ZP a pomoci CD9, CD81 a CD151 dochazi k adhezi k membrané oocytu
nasledované fuzi jader gamet a dochazi k zonarni reakci (Jankovicova et al. 2020). Tento review
je velice kvalitnim shrnutim problematiky tetraspaninovych proteinii pfi interakci oocytu a
spermie (Obrazek 39). Tato publikace dokazuje, ze CD9 a CD81 maji diilezitou roli pti kontaktu
spermie-oocyt a ze hypotéza, ktera predpokladala expresi geni CD81 a CD9 ve varleti a
nadvarleti koné, byla spravna. Avsak jedna se o publikaci typu review, kde se nevénuji CD
geniim na urovni RNA, a proto se domnivam, Ze vysledky této diplomové prace jsou pilotnimi
vysledky na urovni RNA u kon¢ domaciho.

Primarni vazba spermie na
oocyt. CD9, CDE1, CDE3

Vrstva kumularnich L
bunék Akrozomalnl reakce.

CDs, CD81

Sekundarni vazbha
spermie na cocyt.

CcD9, CD81, CD151

Fuze Camet.
CD9, CDE1, CD151

Prinik ZP.
CD%, CDE1, CD151
Adheze PM.
CcD9, CDB1, CD151

Obrazek 39. Interakce mezi spermii a oocytem a zastoupeni tetraspanintt CD9, CD81 a
CD151 na spermii (upraveno dle Jankovicova et al. 2020).

6.6.3 Exprese CD9 a CD81 ve spermiich a varlatech savci

Ptili§ mnoho studii nepopisuje expresi studovanych CD gent ve varleti a nadvarleti.
Existuje vSak fada studii popisujici proteiny téchto genil na spermiich savct (Ito et al. 2010;
Jankovicova et al. 2015; Frolikova et al. 2018; Jankovicova et al. 2020). Jelikoz spermie
vznikaji a dozrdvaji ve varlatech a nadvarlatech (Reece 2010), mohou byt jakymsi odrazem
exprese genu v pohlavnich organech samci.

Spermie jsou transkripéné neaktivni bunky. Savéi spermie opoustéji varlata jako
funkéné nekompetentni buiiky, které nemaji ani schopnost progresivni motility, ani schopnost
fuzovat s oocytem (Nixon et al. 2007). Transformace spermii na fertilni bunky musi byt
zaloZena na postransla¢nich modifikacich a pteskupeni povrchu spermie (Jervis & Robaire
2001; Galti et al. 2004). Fertilita spermii také souvisi s vystavenim spermii chaperonovym
molekulam v epididymis. Chaperony migruji z lumenu epididymis na povrch spermie a
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predpoklada se, Ze tento presun molekul (pravdépodobné nejsou jediné) dokoncuje molekularni
mechanismus nezbytny k provedeni nasledné organizované prezentace membranovych molekul
spermie. U mys$i je schopnost epididymalnich spermii vazat se na ZP poprvé pozorovana v
corpus epididymis a zda se, ze se kryje se ziskanim schopnosti motility (Asquith et al. 2004;
Nixon et al. 2007). Podobné vysledky lze nalézt ve studii Caballero et al. (2013) provedené na
bycich, ktery ve své studii popisuje membranové vacky zvané epididymosomy, které jsou
pritomné v epididymalni tekutiné, a obsahuji molekuly CD9. Epididymosom navede
tetraspanin CD9 k hlavic¢ce spermie a spoji ho s proteiny na spermii v oblasti akrozomu. Tyto
vacky s uschovanym CD9 mohou mit vliv na vysledky relativnich expresi mRNA a expresi
proteini. Modulace exprese je kliCovym rysem nekddujicich RNA jako je mikroRNA. Prenos
extracelularni RNA se jevi jako dileZzity proces pro mezibunéénou komunikaci. Schopnost
pfenosu funkéné aktivnich molekul RNA uvnitf vezikul mezi buiikami, umoziuje buiice
zpracovavat bunécnou signalizaci a biologické procesy (Takahashi et al. 2014). Dle vysledka
statistické analyzy Ratio ACq dochézi k expresi gent CD9 a CD81 ve varletni i nadvarletni
tkani. K vEtsi mife exprese obou CD geni v tkdni varlete a v hlavé a télu nadvarlete, kde
dochazi k zrani spermii. Tyto vysledky odpovidaji studiim Frolikova et al. (2018), ktera
detekovala CD9 a CD81 na spermiich ve vSech ¢éastech nadvarlete (Obrazek 6) a Ito et al.
(2010). Ito et al. (2010) se zamétil na vyskyt CD9 na spermiich v pribéhu spermatogeneze.
mRNA CD9 byla u mysi detekovana v rtiznych vyvojovych stadiich: spermatogonie,
spermatocyty a kulaté spermatidy. Tyto stadia spermii se vyskytuji ve varleti, kde byla
prokézéana exprese obou CD gena (Marvan et al. 1998).

Barraud-Lange et al. (2012) detekoval pfitomnost molekuly CD9 v 10 %
zralych/kapacitovanych spermiich v ocasu nadvarlete a na 60-75 % spermiich, které prod¢lali
akrozomalni reakci. U spermii, které vykazuji nizsi progresivni pohyb, dochazi k mensi miie
exprese CD9 (Salvolini et al. 2013). Tyto vysledky podporuje i mensi mira exprese geni CD9
a CD81 v ocasu nadvarlete, kdy spermie dozravaji a jejich metabolickd, a tedy i motilicka
funkce je utlumena (Tabulka 6, Obrazek 37) (Marvan et al. 1998; Reece 2010).

Statistické Setfeni ANOVA hodnotilo faktory zptisobujici variabilitu exprese CD geni
(Obrazek 35 az 38, Tabulka 5). Dle vysledki byly faktory tkan a gen oznaceny, jako faktory,
které¢ ovliviiuji variabilitu exprese genu CD9 a CDS81 (Tabulka 5) a jejich mira exprese je
rozdilna (Tabulka 7). Gen CD81 byl vice exprimovany v tkénich varlete a gen CD9 v tkanich
corpus a caput epididymis (Obrazek 32). VEétsi miru exprese CD9 v epididymis nepotvrdila
databaze The human protein atlas, nicméné to neni piili§ ptekvapivé, jelikoz studovanym
druhem neni kin ale clovek.

Obrazky 40 a 41 zobrazuji relativni expresi mRNA v rozmnozovaci soustavé muzt. Lze
vidét, Ze nejvice jsou epxrimovany oba CD geny v chdmovodech (Ductus deferens) a
semennych vaccich (Seminal vesicle) (Uhlén et al. 2015), coz mlze souviset s vySe zminénymi
vacky v epididymalni tekutin€. Tyto data castecné koreluji s vysledky této prace, jelikoz dle
Uhlén et al. (2015), se vice exprimuje CD81 oproti CD9 ve varlatech, ale soucasn¢ i
v nadvarlatech, coz se s nasimi vysledky rozchazi (Obrazek 32). Nicméné¢ jde o porovnani dvou
odliSnych druht a variabilita napfic savci je zna¢né (Jankovicova et al. 2020).
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Relativni exprese RNA Relativni exprese proteinu

Ductus deferens
Tastis
Epididymis
Seminal vesicle
Frostate

Obrazek 40. Relativni exprese RNA a proteinu CD81 v sam¢im pohlavnim ustroji ¢loveéka
(upraveno dle Uhlén et al. 2015)

Relativni exprese RNA Relativni exprese proteinu

Ductus deferens
Testis
Epididymis
Seminal vesicle
Prostate

Obrazek 41. Relativni exprese RNA a proteinu CD9 v sam¢im pohlavnim ustroji clovéka
(upraveno dle Uhlén et al. 2015)

65



6.7 Zavér

Zaver diplomové prace bych rada formulovala zpisobem odpovédi na védecké hypotézy,
které¢ byly stanoveny na zacatku diplomové prace.

Prestoze geny CD9 a CDS81 jsou geny s bazalni expresi, bylo prokdzano, ze pouzity
zpusob izolace celkové RNA, tvorba cDNA 1 navrzeny expresni marker (SYBR Green) byly
dostate¢né citlivé a spolehlivé metody, které prokazaly existenci mRNA ve vSech sledovanych
¢astech varlete i nadvarlete. Prvni védecka hypotéza byla tudiz potvrzena.

U genu CD9 byly navrzeny primery do jediné expresni varianty. Béhem feSeni této
diplomové prace byly publikovany informace, ze gen CD81 vykazuje tii transkripéni varianty.

Experimenty této diplomové prace byly zaméfeny na navrzeni expresniho marku CD81,
ktery je lokalizovan v tfetim exonu vyskytujicim se ve vSech tiech transkripcnich variantéach,
timto zptisobem byla potvrzena druhd védecka hypotéza.

Byla rovnéz potvrzena treti védecka hypotéza, pomoci ANOVA bylo statisticky
prokéazano, Ze exprese je vyznamné ovlivnéna hodnocenou tkani (varle, nadvarle). Obecné se
prokézalo, Ze ve varleti je vys$si exprese CD81 a u genu CD9 je vyssi exprese v nadvarleti.
Sekvenacni analyza ziskanych amplikonli s cDNA templatem prokéazala, ze navrzené dvojice
primert amplifikuji oéekavanou &ast genomu koné domaciho. Ctvrta védecka hypotéza byla
touto analyzou také potvrzena.

Vzhledem ke zjisténi tii sestfihovych variant, doporucuji vyvoj dalSich expresnich
markrii, které by mohly teoreticky vyhodnotit relativni expresi jednotlivych sestfihovych
variant genu CD81. Primery by mély byt navrhnuté do mist exonil, kterymi se tyto tfi
transkrip¢ni varianty 1isi.
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