UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biotechnologii

Proteomicka analyza semennej plazmy u obStrukcénej a

neobsStrukcnej azoospermie

BAKALARSKA PRACA
Autor: Frederika Mihokova
Studijny program: B0512A130007 Biotechnologie a genové inZenyrstvi
Specializacia: Biotechnologie a genové inzenyrstvi
Forma $tadia: Prezen¢ni
Veduci prace: Mgr. Tomas Ozdian, Ph.D.

Rok: 2022



Prehlasujem, ze som bakalarsku pracu vypracovala samostatne s vyznacenim vsSetkych
pouzitych prameiiov a spoluautorstviev. Suhlasim zo zverejnenim bakalarskej prace podla
zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, v zneni neskorSich predpisov. Bola som
zoznamena s tym, Ze sa na moju pracu vztahuju prava a povinnosti vyplyvajuce zo zakona €.
121/2000 Sb., autorsky zakon, v zneni neskorsich predpisov.

V OlomoucCt dfa ccocvveevveieeeeceees e
Podpis Studenta



Pod’akovanie

Chcela by som sa vel'mi pekne pod’akovat’ vediicemu tejto bakalarskej prace, Mgr Tomasovi
Ozdianovi, PhD. za jeho pomoc a ochotu, ¢i uz pri vykonavani experimentov alebo pri pisani
samotne] prace. Velmi si vazim jeho trpezlivost a cenné rady, ktoré mi daval pri praci

v laboratoriu a najma to, ze si vzdy nasiel ¢as na to, aby sa mi venoval.



Bibliograficka identifikacia
Meno a priezvisko autora

Nazov prace

Typ prace
Pracovisko

Veduci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Frederika Mihokova

Proteomické analyza semennej plazmy u obS§trukénej
a neobstrukénej azoospermie

Bakalatska

Ustav molekularni a translaéni mediciny
Mgr. Tomas Ozdian, Ph.D.

2022

Bakalarska praca riesi problematiku azoospermie a hl'adania potencialnych biomarkerov.
Vyuziva metody preCistenia proteinov s naslednym Stiepenim ana filtri auréenim
mnozstva proteinov pomocou HPLC-MS s néslednym Statistickym vyhodnotenim
vysledkov. Vd'aka tymto metoédam je mozné identifikovat’ proteiny pritomné vo vzorke
a zamerat’ sa na ich funkciu a vplyv v azoospermii.

KTucove slova

Pocet stran
Pocet priloh

Jazyk

azoospermia, semenna plazma, reprodukény trakt,
spermatogenéza, muzska plodnost’ obstrukcia
reproduk¢éného traktu, protedém, HPLC-MS analyza

41
0

Slovensky



Bibliographical identification
Autor’s first name and surname

Title

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Frederika Mihokova

Proteomic analysis of seminal plasma in obstructive
and non-obstructive azoospermia

Bachelor

Institute of molecular and translational medicine
Mgr. Tomas Ozdian, Ph.D.

2022

This bacherolar thesis focuses on azoospermia and search for potencional biomarkers that
could help diagnosing azoospermia. In this thesis, we use proteomic methods based
on protein cleavage on the filter and purification methods followed by protein
quantification performed by HPLC-MS. The results were subsequently statistically
evaluated. With these methods, it is possible to identify the proteins present in the sample
and focus on their function and potentional influence on azoospermia.

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Azoospermia, seminal plasma, reproductive duct,
spermatogenesis, male fertility, obstruciton of
reproductive tract, proteome, HPLC-MS analysis

41
0
Slovak



OBSAH

CIELE PRACE .........oooooiiiiiriieneiteeees e oo 7
TUVOD ..o e 1
2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY ........oooiiiimriimereircneineneaneeeeaeeneeenes 2
2.1 Muzské pohlavné OraAnY .............cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiii s 2
2.2 Semenna PIAZIMA ............oooiiiiiiiiiiiiiiii e e 4
2.2.1 Proteom semennej Plazmy .............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 4
2.3 AZOOSPEITIIIA ......ooouiiiiiiiiiieit ittt et st st e st et eabe e b e e ebaesabeeas e s aesrae e 7
2.3.1 Povod azoospermie a jej PriCiny..........cccooevereriniiiniiiiiiniiiie i 7
2.3.2 Zhodnotenie pricin ochorenia.................ccccoooiiiiiiiiiii 10
2.4 Diagnostika a lieCba aZo0Spermie .................ccoccovviiiiiiiiiiiii 12
2.4.1 Histologicka diagnostika v poruche spermatogenézy.................ccccccoeeninniinninnnn. 12
2.4.2 Liecba poruchy v spermatogenéze ..................cccocoovviiniiiiiiiiiiniienie e 12
2.4.2.1 Endokrinna leCha...............coooiiiiiiiiiiiiiiieciiici i 12
2.4.2.2 Empiricka HeCha ..........cc.ocoiiiiiiiiiiiic 13
2.5 Stidia zaoberajiica sa rozborom proteinov v semennej plazmy................coccoceveeencn. 15
3 EXPERIMENTALNA CAST ......ooviiiiiiiies ittt 17
S MALEIIAL ..o e e e e s 17
B2 IMELOIKA.......oooiiiiiie e e s 19
3.2.1 Priprava semennej plazmy..............cccccooiiiiiiiiniiiniiiii e 19
3.2.2 Meranie koncentracie proteinov pomocou BCA.....................ccooii, 19
3.2.3 Stiepenie Na fltri.............oooveverieiceeeicee et 20
3.2.5 Meranie na HPLC-MS...........cooiiiiiiiiiecc e 22
3.2.6 Spracovanie Raw DAt ... 22

B VYSLEDKY .....ooooooiiiiiiiieiioneeises e sessee st sssses st est et 24
SDISKUSIA ..ottt ettt ettt et ettt et et et eabesbaesa s e s et esbesaaesaaesaee s senneas 27
5.1 Porovnanie proteinov najdenych vo vzorke semennej plazmy s inymi Studiami ... 27
5.2 Charakteristika proteinov niajdenych v semennej plazme ............................o. 28

6 ZAVER ... 33
7 ZOZNAM LITERATURY .....coooouiimiimiiriiineeiseetestssesse st et ses e sssosnons 34

8 ZOZNAM SKRATIEK .......c.ooiiiiii ittt 40



CIELE PRACE

Hlavné ciele tejto bakalarskej prace su:

1. Optimalizécia protokolu pre spracovanie a meranie semennej plazmy pacientov

S azoospermiou.
2. Analyza vzoriek pre spracovanie protedbmu semennej plazmy.

3. Statistické spracovanie vysledkov a vyhodnotenie protedmu.



1 UVOD

Ludské telo je veI'mi komplexnym systémom, v ktorom prebieha mnozstvo rozmanitych
procesov. Pozostava zo zivych anezivych zloziek, ktoré tvoria kompletna §truktiru
I'udského organizmu zahriiajuc kazdu ziv bunku, pletivo ¢i organ. Sklada sa z viacerych
biologickych sustav, zktorych kazda vykonava Specifické funkcie potrebné
pre kazdodenné fungovanie (Tortora & Derrickson, 2014).

Reprodukény systém umoziujuci l'udské rozmnozovanie je sam o sebe velmi
zaujimavou sustavou a prebieha v nej vel'a syntetickych  katalytickych a vyvojovych
procesov. Rozmnozovacia sustava u muzov je vyznamnou sucast'ou celkového priebehu
reprodukcie, pretoze v nej prebieha jeden z najdolezitejSich procesov potrebnych pre
T'udsku reprodukciu - spermatogenéza (Marty et al, 2003). Ak je nejakym sposobom tento
proces naruSeny, modze to viest k negativnym dosledkom a v koneCnom stave muz
nemusi byt schopny nadobudnut’ potomstvo prirodzenou cestou. Jednou z takychto
chordb je aj azoospermia, kedy sa v muzskom ejakulate nenachadzaji spermie z dovodu
prekazky v reprodukénom trakte alebo sa spermie netvoria v dostatonej miere (Schlegel,
2004).

Semenna plazma je tvorena kombinaciou sekrétov zo semennych vezikul, prostaty
a bulbouretalnych zliaz (Cheng et al, 2019). Jej dolezitost spocCiva vtom, ze je
nezastupitelna pre prezitie spermii a oplodnenie (Caballero et al., 2012). Proteiny maju
v semennej plazme najvysSie hmotnostné zastipenie, Co tiez prispelo k tomu, ze boli
objektom vel'kého zauymu, hlavne Co sa tyka identifikacie Specifickych proteinov alebo
tych, ktoré sa po ejakulacii viazu na povrch spermie. Tieto proteiny sa analyzovali uz
vo viacerych studiach a potvrdilo sa, ze protedm semennej plazmy obsahuje aj také
proteiny, ktoré mozu mat’ vplyv na muzsku plodnost’ (Druart et al, 2019). Z tohto faktu
sa da usudit, ze dokladnym prestudovanim tychto proteinov by bolo mozné zistit' ich rolu
pri vyvine azoospermie, ¢o by poskytlo velki pomoc pri lieCbe a diagnostike tohto
ochorenia.

Tato praca sa zaobera charakterizaciou azoospermie a spracovanim a meranim
semennej plazmy pacientov s tymto chorenim. Cielom tejto prace je analyza vzoriek
pre spracovanie protedmu semennej plazmy so zameranim sa na zistenie mnozstva
proteinov v tejto plazme. Nasledne sa vzorky buda analyzovat prostrednictvom HPLC
(High- performance liquid chromatography, vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia)
prepojenou s hmotnostnou spektrometriou a vyhodnotenie bude prebiehat’ Statistickym

spracovanim vysledkov, ktoré nam poskytnt informacie o protedme v semennej plazme.
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2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Muzské pohlavné organy

Reprodukény systém u muzov pozostava zo skupiny organov, ktoré tvoria reprodukcnt
amocovl sustavu muza. Penis a moCova rura su sucastou muzskej reprodukcnej aj
mocovej sustavy. MieSok, semenniky, nadsemenniky, semenovod, semenné vezikuly
a prostata dopliiajii zvy$ok muzského rozmnozovacieho systému. Tieto organy plnia
svoje funkcie v ramci muzského tela: produkuju a transportuju spermie semeno, vylucuja
spermie do reprodukcnej sustavy zeny a taktiez produkuju a sekretuji muzské pohlavné
hormény. Muzskd rozmnozovacia sustava sa skladd zvonkajSich a vnutornych
rozmnozovacich organov (Obr.1 ) (Tortora & Derrickson, 2014).

Vonkajsie pohlavné organy zahriiaju penis, mieSok a semenniky. Penis sa sklada
z korena, tela a zaluda. Koren je spojeny s dolnymi bruSnymi svalmi a panvovymi
kost'ami. Otvor mocovej trubice, ktora transportuje moc a spermie sa nachadza na konci
zalud’a. Vo vnutri penisu najdeme tri cylindrické komory erektilného tkaniva, ktoré st
naplnené krvou. Dve vicSie z nich (toporivé dutiny) st umiestnené vedla seba. Tretia
komora, tvorena hubovitym tkanivom obklopuje vacsinu mocovej trubice. Ak sa tieto
komory naplnia krvou, tak dochadza k erekcii. MieSok je vacok s hrubou kozou, ktory
chrani semenniky. Ma svoju ulohu ako regulator teploty pre semenniky, ked’ze na to aby
sa v nich normalne tvorili spermie, musia mat trochu nizsiu teplotu nez zvysSok tela.
V kremastre v stene mieska dochadza k uvol'neniu, aby mohli byt semenniky d’alej od
tela, a tak sa ochladili. Slizi tiez ku kontrakcii, kedy su semenniky pritiahnuté blizsie
k telu a ziskavaju tak teplo a ochranu. Semenniky st organy ovalneho tvaru s dizkou 4-7
cm aich objem je priblizne 20-25 ml. Lavy semennik je vac§inou nizSie umiestneny
oproti pravému semenniku. Semenniky spifiaju dve primarne funkcie: produkujt spermie,
ktoré su nositelom muzskej genetickej informacie a tvoria testosteron, ktory je hlavny
muzsky pohlavny hormén. Nadsemenniky st tvorené jednozavitnicovym
mikroskopickym kanalikom, ktory je takmer 6 metrov dlhy. Spermie zo semennikov
prichadzaju do nadsemennikov, kde dozrievaju. Taktiez tam ziskavaju schopnost
pohybovat’ sa zenskym reprodukénym systémov a oplodnit tak vajicko. oproti kazdému
semenniku lezi jeden nadsemennik. Semenovod je pevna trubica, ktora slizi na transport
spermii z nadsemennikov. Jeden takyto kanal vedie z kazdého nadsemennika do zadnej

Casti prostaty a spaja sa s jednou z dvoch semennych vezikul. V miesku sa dalSie



Struktiry ako svalové vlakna, cievy a nervy zhlukuju s kazdym semenovodom a spolocne
vytvaraju prepletenu Strukturu - spermatickt §nuru (Tortora & Derrickson, 2014).
Mocova trubica ma u muzov dvojitd funkciu. Je stcastou mocovych ciest
transportujucich mo¢ z mocového mechura a zaroven tvori reprodukcény systém, cez
ktory sa ejakuluje semeno. Prostata sa nachddza priamo pod mocovym mechtirom
a obklopuje mocovu trubicu. U mladych muzov ma vel'kost' orecha, no s pribudajucim
vekom sa zvdcSuje. Ak sa prostata zvacsi az prilis, tak moze zablokovat tok mocu
mocovou trubicou a sposobovat’ nutkanie na vymocenie sa. Semenné vezikuly su
umiestnené nad prostatou a spajaju sa so semenovodom, aby vytvorili ejakula¢né kanaly,
ktoré prostatou prechadzaji. Prostata a semenné vezikuly tvoria tekutinu potrebni
na vyzivovanie spermii. Tato tekutina sa nachddza vo vdcSom objeme v semene, v
ktorom sa spermie vyluGuju podas ejakulacie. Dalsia tekutina tvoriaca velmi malé
mnozstvo spermy, pochadza so semenovodov a Cowperovych zliaz, ktoré sa nachadzaja

v mocovej trubici Tortora & Derrickson, 2014).
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Obrazok 1. Muzské pohlavné organy. Upravené podla: https://biopedia.sk/clovek/pohlavna-
sustava-muza (23.10.2022).
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2.2 Semenna plazma

Semenna plazma je komplexna tekutina, ktord sa sklada z vylu¢kov pochadzajucich
zo semennych vezikul, prostaty, bulbouretalnych zliaz a nadsemennikov. Jej funkcia
pozostava v prenasani, ochrane a vyzive spermii od ejakulacie az do oplodnenia, ale
taktiez vo funkcnej modulacii spermii. Semenna plazma je kliCova a nezastupitel'na
pre prezitie spermii a oplodnenie. Kontakt semennej plazmy pri oplodneni umoziuje
aktivovat expresiu endometrialneho génu a zmeny u buniek imunitného systému, ktoré
su potrebné pre silni implementaciu, ovplyviiujac tak nielen kvalitu nasledujuceho
tehotenstva, ale aj zdravie potomstva. Jednym z hlavnych komponentov semennej plazmy
su proteiny, ktoré moduluji funkcnost spermii (Caballero et al., 2012). Su schopné
interagovat’ s rozliénymi molekulami, aby reagovali a mohli menit svoje prostredie pocas
kapacitacie spermii a poCas interakcie spermie a vajicka. Obsah plazmy pochadza
z viacerych organov a pletiv. M4 tlohu v kontrole viacerych mechanizmov ako napriklad
spustanie kapacitacie spermii, ¢i interakcii s okolitymi sekrétmi v Zenskom
reprodukénom trakte. Zo semennej plazmy by sme dokonca mali vediet predpovedat

plodnost’ muzov (Camargo et al., 2018).

2.2.1 Protedom semennej plazmy

Tekutina, ktord pochadza z nadsemennikov prispieva k protedbmu semennej plazmy,
ked'ze tieto proteiny v nej dokdzeme identifikovat. Aj ked celkové mnozstvo tejto
tekutiny v ejakulate je pomerne malé, vzhladom na jej celkovy objem, tak proteomicka
analyza semennej plazmy zdravych muzov oproti muzom po vazektomii preukazala, ze
takmer 12 % semennej plazmy je testikularneho povodu (280 proteinov z umoziuje
aktivaciu celkového poctu 2360). Pilch a Mann publikovali prva §tadiu, v ktorej
identifikovali vel'ky pocet proteinov v semennej plazme. Celkovo nasli 923 proteinov,
z ktorych 90 % nebolo nikdy predtym v reprodukénom trakte muzov charakterizovanych.
Proteiny pochadzali nayma zo semennych vezikul- fibronektin (FN1), semenogelin-1
(SEMGT1) a semenogelin-2 (SEMG?2) a vSetky tri retazce heterotrimerného lamininu boli
v semennej plazme abundantné (Pilch & Mann, 2006). Tieto proteiny sa podielaju
na viazani proteinov a katalytickej aktivite a nachadzali sa hlavne v cytoplazme alebo
boli extracelularne. Na druhej strane sa v semennej plazme nenachadzaju proteiny, ktoré
viazu nukleové kyseliny, regulatory transkripcie a receptory membran (Milardi et al.,
2012). Semenogelin a fibronektin, ktoré su vlastne v semennej plazme najviac

abundantné, formuju siet’ vlaken sposobujtcich rosolovatenie a nehybnost’ spermii. Tato



siet’ sa nachadza v cervikélnej dutine a dokaze sa opét skvapalnit’ priblizne hodinu
po pohlavnom styku. Proteolytické enzymy semennej plazmy Stiepia siet
fibronektinovych a semenogelinovych polymérov, stym, ze sa postupne uvoltuju
spermie. Primérna prote4za, zapojena do tohto procesu je Specificky antigén prostaty,
ktory je podporovany metalloproteinazami (MMP-9 a MMP-2). Takto uvol'nené spermie
este stale nie su schopné oplodnit’ vajicko. Penetruju cez cervikalny hlien a dostavaja sa
do dutiny maternice, ¢im sa moze zacat' kapacitacia spermii. Ide o kaskadové zmeny
v bunkovej membrane, ktorych vysledkom je hyperaktivny pohyb spermii a zisk
schopnosti pripojenia sa k glykoproteinovému obalu oocytu. Nasledkom toho je
akrozomalna reakcia a findlna aktivacia muzskych gamét, spdsobujuca Stiepenie
glykoproteinov oocytu a fuziu spermii a oocytu. To dalej aktivuje mechanizmus
znemoznujuci fuziu d’alSich muzskych gamiet s oocytom (Szczykutowicz et al., 2019).

Vicsina proteinov semennej plazmy sa deli do troch hlavnych rodin: a. sekre¢né
proteiny bohaté na cystein, b. proteiny s doménou fibronektinu typu II. c. spermadheziny
(Rodri’guez-Marti 'nez et al., 2011).

Sekre¢né proteiny bohaté na cystein sa typické tym, ze obsahuju 16
konzervovanych cysteinovych zbytkov, ktoré su prepojené disulfidovymi vdzbami, ¢o
deli molekuly na tri CRISP domény (Topfer-Petersen et al. ,2005). CRISP proteiny sa
v semennej plazme nachadzaji vo velmi skorych fazach spermatogenézy a daju sa
pozorovat’ az do konca procesu oplodnenia. Napr. CRISP2 sa exprimuje v semennikoch,
nachadzajuci sa v rovnych spermatidoch az po prediZene spermatidy, s tym, Ze tvori &ast
vyvijajiceho sa akrozoému a bigiku spermie (Giese et al. 2002; Busso et al. 2005). Uloha
tejto rodiny proteinov pri reprodukcii vSak stale nie je jasna. Zacina sa ale formovat
nazor, ze funkcia CRISP domény je v regulacii iénovych kanalov (Koppers et al. 2011).
Protein CRISP1 moze mat funkciu pri dekapicitacii spermii (Roberts et al., 2003).
CRISP1 a CRISP2 proteiny sa ireverzibilne viazu na membranu spermii, d’alej putuju
do fuzogénnej oblasti hlavicky spermie po kapacitacii a akrozomalnej reakcii (Da Ros et
al, 2004). Dokonca sa pri in vitro oplodneni zistilo, ze pri odhaleni spermii CRISP1
a CRISP2 protilatkam sa redukuje schopnost’ spermii preniknut’ do vajicka (Cohen et al.
2001; Busso et al. 2007).

V skupine proteinov s doménou fibronektinu typu II, maju proteiny nizku
molekularnu hmotnost. Taktiez sa vyznacuju sekundarnou §truktirou obsahujucou dve
tandemovo usporiadané domény fibronektinu 2. typu a aminoterminalne predizenie, ktoré

je premenlivé medzi jednotlivymi proteinmi. Tato skupina proteinov mé s vysokou
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pravdepodobnost'ou vel'mi délezitu funkciu pri reprodukeii. Ich biologicka funkcia by
totiz mala mat’ vel'mi uzky suvis s ich vdzobnymi vlastnostami. Biochemickym studiam
sa podarilo odhalit, ze Fn-2 proteiny (proteiny s doménou fibronektinu typu II) dokazu
viazat’ lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL) a glykézaminoglykany (GAGs) ako
heparin, heparansulfat a chondroitin sulfat, ktoré su pritomné vo folikularnej a vajicko -
vodnej tekutine (Calvete & Sanz 2007). Tiez sa zistilo, Ze sa viazu na povrch spermii, a to
konkrétne na cholinové fosfolipidy plazmatickej membrany (Parks et al. 1987; Desnoyers
and Manjunath 1992). HGH a GAG fyziologicky inudukuju kapacitaciu. Pomocou studie
Struktiry BSP- A1/A2 sa prislo na to, ze ktoré proteiny vedia urychlit’ proces kapacitacie
indukovanej heparinom a HDL a sprostredkiivaji odtok cholesterolu z membrany
spermii. Navrhlo sa, ze BSP- A1/A2 sa v semennej plazme nachédza v Ciastocne
agregovanom stave. Vizba na cholinové lipidy plazmatickej membrany spermie vedie
k disociacii agregovaného BSP-A1/A2 vyustujucej vjeho integraciu do lipidovej
dvojvrstvy. Interakcia heparinu s BSP-A1/A2 naviazanym na povrchu spermaticke;
membrany podpori agregaciu BSP- A1/A2, ¢o nasledne vedie k naruSeniu plazmaticke;
membrany (Calvete & Sanz 2007).

V skupine spermadhezinov sa nachadzaju glykoproteiny s nizkou molekularnou
hmotnost'ou zostavené z CUB singletove; domény. Tato skupina proteinov vsak nebola
detegovana v semennej plazme u ¢loveka, ale u kopytnikov (Calvete & Sanz 2007; Melo
et al. 2008). Jedna sa o multifunk¢na skupinu proteinov so Sirokou Skalou moznosti
ligandu, od heparinu cez fosfolipidy v membrane spermii, o sa meni s glykosylaciou
a stavmi agregacie. Ich biologicka uloha sa podobne ako pri Fn-2 proteinoch spaja s ich
schopnostou viazat rozlicné ligandy. Agregované spermadheziny dokazu pouzit prvu
vrstvu spermadhezinov ako plast na zakrytie membrany spermii, ¢im poskytuju
stabilizaciu od predcasnej reakcie akrozomu (Dosta™ lova™ et al. 1995; To" pfer-Petersen
et al. 1998)

Nedospelé spermie priamo extrahované z nadsemennikov dokazu za urcitych
podmienok oplodnit’ vajicko. Tento postup sa vyuziva pri technikdch asistovane]
reprodukcie, vratane in vitro oplodnenia a intracelularnej injekcie spermii (Bromfield,
2014 ;Silber et al., 1995;Caballero et al., 2012). Proteiny zo semennej plazmy sa dokazu
absorbovat’ na povrch spermii, stym Zze pretvoria Struktiru proteinovych domén

membrany spermii (To pfer-Petersen et al. 2005; Caballero et al. 2009).



2.3 Azoospermia

Azoospermia je charakterizovand nepritomnostou spermii v ejakulate po analyze
zcentrifugovanej vzorky. Téato porucha postihuje priblizne 1 % muzskej populacie a 10-
15 % neplodnych muzov. PriCina azoospermie modze byt v poruche spermatogenézy
alebo kvoli obstrukcii odtoku spermii zo semennikov. Vel'ké mnozstvo okolnosti, ktoré
mdézu byt vrodené alebo ziskané su Casto povazované za priinu poruchy
v spermatogenéze. Vrodené pricCiny, ktoré zahrilaji genetické ochorenia moézu byt
napriklad Klinelfelterov syndrom, mikrodelécie chromozomu Y a poruchy v Struktare

chromozémov (Berookhim & Schlegel, 2014).

2.3.1 Povod azoospermie a jej pri¢iny

Hoci pri¢in azoospermie moze byt viacero, tak povody tejto choroby spadaju do tychto
vSeobecnych kategorii: 1. pretestikularny, 2. testikularny, 3. post-testikularny (Obr.2).
Pretestikularne pripady azoospermie pochadzaji z endokrinnych abnormalit, ktoré
nepriaznivo posobia na spermatogenézu. Testikularny povod zahffia vnatorné poruchy
spermatogenézy v semennikoch. Posttestikularne dovody azoospermie sa tykaju
obstrukcie v kanaliku na akomkolvek mieste muzského reprodukéného traktu.
Pretestikularne a posttestikularne abnormalnosti sa vacsinou daju liecit, ¢o moze ulahcit
obnovenie plodnosti. Poruchy semennikov si vo vSeobecnosti nezvratné a uspech

v intervencii spojenej s vaitornymi abnormalitami semennikov je vcelku nizky.

‘ Azoospermia ‘

| | |

‘ Pretestikularne ’ ‘ Testikularne ‘ ‘ Postestikularne ‘
| |
‘ Endokrinne poruchy ’ ‘ Vnutorné poruchy ‘ ‘ Poruchy v ejakulacii ‘ Obstrukcie v
reprodukénom trakte
*  Hypogonadotropny hyp di * Varikokéla ‘ Retrogra'dna ejakulécia ‘ *  Nepritomnost semenovodov
*  Hyperprolaktinémia *  Nezostiipené semenniky *  Prekazka v semenovode
*  Rezistencia na androgén *  Torzia semennikov *  Prekazka v nadsemennikoch
*  Orchitida mumpsu *  Prekazka v ejakulaénom kanali
*  Gonadotoxiny a lieiva ‘
*  Genetické poruchy
— 7 7 *  Nezname priciny
Zvycajne opravitelné l :
’ Vseobecne ireverzibilné ‘ ‘ Zvycajne opravitelné ‘

Obrazok 2:Pri¢iny,mechanizmy a prognézy azoospermie. Zdroj: Cocuzza et al. (2013), upravené



Pretestikularne priciny, ktoré sa inak nazyvaji aj sekundarne zlyhanie
u semennikov vacSinou vychadzaju z ochoreni endokrinnych zliaz. Takymto ochorenim
moéze byt napriklad hypogonadotropny hypogonadizmus (HGH), ktory zahriia
Kallmanov syndrom, ¢o je vrodena pricina HGH spojena s deformaciou strednej lebecne;j
dutiny, nadormi hypofyzy ¢i pozivanim anabolickych steroidov. HGH spdsobuje
neplodnost’ u muzov len vo vzacnych pripadoch a mdze byt vrodena alebo ziskana.
Rezistencia na androgén je d’alSou z prestestikularnych pri€in azoospermie. Ide o klinicky
variabilny syndrom postihujtici zeny, ktoré maju necitlivost na androgén a u muzov
sposobuje neplodnost’. Podstata spociva v mutacii génu androgenného receptora (AGR).
V zavislosti na intenzite poruchy moze byt mnozstvo testosteronu v séru nizke, normalne
¢i vysoké. U 40 % muzov so ziadnym ¢i nizkym poctom spermii je pravdepodobné, ze
tento problém je primarne spdsobeny abnormalitou androgénnych receptorov. AGR sa
sklada z 8 exonov, pricom rozhodujuci tsek repetitivneho CAG nukleotidu sa nachadza
v prvom (Kiipker et al., 1999). PrediZenie tohto useku spdsobuje spinalnu a bulbularnu
svalova dystrofiu spojent s neplodnostou. Pri testikularnom povode vychadzame
z priamych ochoreni semennikov, ktoré st va¢sinou sposobené poSkodenim semennikov
indukovanym varikokélou, nezostupenymi semennikmi, torziou semennikov, ¢i
gonadotoxickym posobenim liekov. Priméarne zlyhania semennikov v spojeni
s azoospermiou- neobStrukénéd azoospermia- sa najlepsie daju riesit odberom spermii so
semennikov pre pripadnu intracytoplazmaticku injekciu spermii (ICSI).

Co sa tyka poskodenia semennikov sposobeného varikokélami, tak sa dokazalo,
ze varikokély maju progresivne Skodlivy u€inok na semenniky. Varikokelektomia moze
sluzit’ ako prevencia pred znizenim funkcie semennikov a poskodenie dokaze zvratit
(Marmar & Benoff, 2006; Cocuzza, et al. 2008). Azoospermia v spojeni s varikokélou sa
vyskytuje u5-10 % muzov (Kim et al.,, 1999). Doposial sa nepri§lo na to, preco
varikokeély sposobuju poskodenie veduce k azoospermii u niektorych pacientov, zatial ¢o
75 % muzov s varikokélami nema poskodené spermie (Kadioglu et al., 2001).

Poskodenie semennikov ich torziou pozaduje okamzity chirurgicky zéakrok
(Kadioglu et al., 2001). Semenniky vedia ostat’ neposkodené, ak sa zakrok podnikne 6
hodin od nastupu symptomov. Najvacsiu komplikaciu pri tomto stave tvori strata
semennikov veduca k poskodenej plodnosti (Visser & Heyns 2003). Zavazna
oligospermia alebo azoospermia je po jednostrannej torzii semennikov zriedkava, moze
sa vSak objavit, ak sa vyskytla abnormalita kontralateralneho semennika, napr.

orchiopexia pre nezostupeny semennik (Arap et al., 2007). Pri nezostupenych
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semennikoch je podstatné odliSit kryptorchidové semenniky od zatiahnutych
semennikov, ¢o znamena, Ze semenniky sa nachadzaju viguinalnom kanali alebo
vysokom miesku. Subfertilita vyvoland kryptochorizmom modze byt spdsobena
testikularnou dysgenézou, naruSenou endokrinnou sustavou ¢i imunologickymi
poskodeniami. Vcasna lieCba dokéaze znizit' riziko neplodnosti a jej uspech zéavisi od
povodnej polohy semennika (Pettersson et al., 2009). Pri orchiopexii sa povazuju za
rozhodujuce faktory predpokladu plodnosti a ziskavania spermii vek a objem
semennikov (Raman & Schlegel, 2003). NelieCené jednostranné a dvojstranné
nezostupené semenniky st pri¢inou azoospermie u 30-80 %.

Posttestikularne priciny zahffiaju obstrukciu v prenose spermii ¢i dysfunkciu
ejakulacie. LieCba obstrukénej azoospermie je zavisla od priiny a ohlad sa berie aj na
moznu neplodnost’ partnerky. Pacienti stymto ochorenim moézu mat deti vdaka
chirurgickej oprave obStrukcie alebo ziskanim spermii priamo zo semennikov Ci
nadsemennikov s naslednou asistovanou reprodukciou (Practice Committee of American
Society for Reproductive Medicine in collaboration with Society for Male Reproduction
and Urology, 2008). Typ operacie pri obstrukénej azoospermii sa 1isi na zaklade miesta
obstrukcie a zavisi od patologickych portach ako su absencia semenovodov, obstrukcia
semeniovodu a obStrukcia ejakulacného kandla. Vrodend obojstrannd absencia
semenovodov sa vyskytuje ul % neplodnych muzov a6 % muzov s obStrukénou
azoospermiou (Ferlin et al., 2007). Modze mat 2 priiny, ato mutaciu génu
transmembranového regulatora cystickej fibrozy alebo vyskytujuce sa abnormality
v diferenciacii Wollfovho kanala. Vel'kost semennikov je v tomto pripade normélna
a prebieha v nich spermatogenéza. Semenné vezikuly chybaju alebo su zakrpatené
amozu byt aj zvacSené. Ejakulat ma pH 6.5 a ma maly objem. Spermie sa pri tejto
obstrukecii daju ziskat’ z nadsemennikov v spojeni s ICSL

Obstrukcia semenovodu je najcastejSie sposobend neumyselnym zranenim pri
lieCbe pruhu. To, ze dany muz trpi touto obstrukciou je pravdepodobné, ak sa pri vySetreni
zisti normalna velkost semennikov, s tym, ze nadsemennik je plny a pevny (D et al.,
2005). NajcastejSou pri¢inou obstrukcie semenovodu je vazektomia, ktoru clovek
podstupi dobrovolne.

Hovoriac o poruche ejakula¢ného kanala, tak obstrukcia jedného alebo oboch tychto
kanalov moze byt vrodena, ale aj ziskana. V roku 1973, Farley a Barnes prvykrat opisali
tuto poruchu, ktora je zodpovedna za 1-5 % neplodnosti muzov (Farley & Barnes 1973).

Mo6ze sa prejavovat viacerymi sposobmi, ako napriklad azoospermiou
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a oligoastenospermiou (Smith et al., 2008). Muzi stouto obstrukciou maja
nizkoobjemovu azoospermiu a rozSirené semenné vezikuly, stym, ze sekundarne

pohlavné znaky st u nich v norme (Hopps et al, 2002).

2.3.2 Zhodnotenie pricin ochorenia

Muzi s azoospermiou boli v minulosti povazovani za neplodnych a problém pocatia
dietata sa viacsinou rieSil darcovstvom spermii. V sucasnosti sa vSak vela pripadov
azoospermie dokaze urcitym sposobom lieCit. Pri diagnostike tohto ochorenia, aj ked’
urolog nemusi byt odbornikom v oblasti neplodnosti, tak by mal vediet primerane
vyhodnotit’, diagnostikovat a lieCit’ tento stav vzdy ,ked’ je to mozné, nie len vtedy ,ked
ziskal spermie zo semennikov alebo nadsemennikov (Cocuzza et al, 2013). Azoospermia
sa  diagnostikuje  centrifugaciou  vzoriek  spermii  pri  izbovej  teplote
s vysokovykonnym mikroskopickym vySetrenim peletu. Ak sa zisti, ¢o 1len malé
mnozstvo spermii v centrifugovanej vzorke, tak moézeme vylucit uplni obStrukciu
priechodu spermii a ponuka sa rieSenie v okamzitej kryoprezervacii spermii
s intracytoplazmatickou injekciou spermii (ICSI). Ron-El et al. (1997) preukazal
moznost’ detekcie spermii u35 % muzov, ktori boli pdvodne diagnostikovani
s neobstrukénou azoospermiou pri doslednej rutinnej analyze vzorke spermii (Ron-El et
al. 1997).

Pri zhodnoteni pacientov s azoospermiou je potrebné vykonat podrobnu analyzu
vSetkych moznych pri¢in. Dolezité je podrobit pacienta kompletnej lekarskej
a chirurgickej anamnéze, vyhodnotit’ anamnézu detskych chorob, pozriet’ sa aj na vplyv
liekov alebo alergii. Nesmieme zabudnut ani na kontrolu infekcii, ktorymi pacient
v minulosti trpel, akymi st napriklad sexudlne prenosné choroby. Diagnostika
azoospermie sa sustredi hlavne na fyzické vySetrenie a zhodnotenie fungovania
hormonalnej sustavy. Pocas telesného vySetrenia sa zistuje pritomnost klinickej
varikokély, ktora by sa mala klasifikovat, pretoze niektoré Studie ukazali, ze stupeil
varikokély ma suvis s prognézou lieCby (Cocuzza et al., 2012). VySetruje sa aj stupeni
vyvinu muzskych pohlavnych organov.

Vysetrenie endokrinnych zliaz zahfiia screening hormonalnej sustavy muzov,
ktori maju pocet spermii mensi nez 10 milionov/ml na zéklade hladin testosteronu v tele
a hladiny folikulo - stimulacného hormoénu (FSH). Tento postup by mal odhalit’ va¢Sinu

klinicky vyznamnych endokrinopatii. Pri diagnostike azoospermie sa vykonéava aj biopsia
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semennikov, ktora je rozhodujucou pri urceni tejto choroby. Avsak, tkanivo semennikov
je heterogénne a spermatogenéza prebieha iba fokalne, teda v konkrétnych ustrednych
oblastiach, a preto sa biopsia vykonava iba zriedkavo (Schlegel, 1999). Charakteristika
semennikov alaboratorne vySetrenia vacsinou urcia neobStrukénil azoospermiu.
U niektorych pacientov s normalnou velkost'ou semennikov, viditeInym semenovodom
a normalnymi hladinami FSH v sére mdze biopsia semennikov odlisit obStrukciu od
portch v spermatogenéze (Schlegel, 2004).

Pacienti s azoospermiou, ktori maju normalny objem ejakulatu pravdepodobne
trpia obStrukciou reprodukéného systému alebo ich spermatogenéza je sprevadzana
abnormalitami. Na druhej strane, muzi s malym objemom spermii anormalnou
velkostou semennikov mo6zu mat dysfunkciu v ejakulacii alebo obstrukciu
v ejakulacnom kanali. Objem ejakulatu je neodmyslitelnym urujicim parametrom pri

hodnoteni azoospermickych pacientov (Coccuza et al, 2013).
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2.4 Diagnostika a lieCba azoospermie
2.4.1 Histologicka diagnostika v poruche spermatogenézy

Histologické nalezy pri biopsii semennikov sa klasifikuji podl'a modelu spermatogenézy
na zaklade vzhl'adu a m6zeme klasifikovat’ hypospermatogenézu, zastavenie dozrievania
spermii a syndrom Sertolliho buniek (McLachlan et al., 2007). Hypospermatogenézu
mozeme charakterizovat' ako pritomnost’ dozretych spermatidov v akejkol'vek tubule,
a preto tam mozeme rozoznat' v roznej miere vSetky Stadia spermatogenézy. Zastavenie
dozrievania spermii sa pouziva na opis patologického stavu vtedy, ak dochadza
k aplnému preruseniu spermatogenézy vo vSetkych semennych tubulach, pricom
spermatogenéza sa zastavila vo vSetkych tubulach pocas rovnakého stadia (Hung et al.,
2007). Pozname dva typy zastavenia dozrievania - skoré, kedy sa spermatogenéza zastavi
uz pocas Stadia spermatogonie alebo spermatocytu a neskoré, ktoré je charakteristické
tym, ze v ejakulate sa nachadzaji spermatidy, ale nie spermie. Naproti tomu syndrom
Sertolliho buniek sa definuje ako absencia akychkolvek zarodoCnych buniek

v semenotvornych tubulach.

2.4.2 Liecba poruchy v spermatogenéze

Pri liecbe zlyhania spermatogenézy sa kvoli ddlezitosti stimulacie hormoénov pre uplnu
spermatogenézu vyuziva lekarska liecba so Specifickym cielom, ktora je schopna liecit
nizke hladiny testosteronu. Liec¢ba pouzita pri rieSeni tohto problému moze byt Specificka

alebo empirickBerookhim & Schlegel, 2014).
2.4.2.1 Endokrinna liecba

Do S$pecifickej endokrinnej liecby radime nahradu gonadotropinu. Gonadotropin sa
nahradza jednym z obmedzeného poctu gonadotropinovych liekov. LCudsky choriovy
gonadotropin sa podava do svalu alebo do podkozia 2-3-krat do tyzdiia, aby sa najprv
upravil nedostatok tohto hormoénu aupravuje sa tak, aby hladiny testosteronu boli
v strednych hodnotach. Ked sa hladiny testosteronu znormalizuju alebo sa spusti
spermatogenéza, tak sa zacne pridavat folikulostimula¢ny hormoén 2-3 tyzdenne formou
podkoznej injekcie alebo rekombinantny l'udsky folikulostimulaény hormoén taktiez
podkozne 2-5 do tyzdina (Berookhim & Schlegel, 2014) Liecba kombinovanou nahradou
gonadotropinu sa ukazala ako efektivna na vyvolanie spermatogenézy u viac ako 84 %
pacientov z kombinovane] analyzy dat, ktorej sa podrobilo 81 pacientov (Warne et al,

2009).
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ZvySena hladina prolaktinu v krvi by sa mala lie¢it' protagonistom dopaminového
receptora. Hyperprolaktonémia potlaca uvolniovanie gonadoliberinu z hypotalamu.
Viacsinou sa na liecbu tejto poruchy pouziva kabergolin alebo bromokriptin. Pozivanie
kabergolinu sa uprednostiiuje kvoli jeho zvySenej ucinnosti a znizenému riziku
vedlajsich ucinkov. Dokonca sa preukazalo, ze u muzov s hyperprolaktonémiou tento

liek zlepSuje plodnost, ked’ze dokéze znormalizovat kvalitu spermii.

2.4.2.2 Empiricka lie¢ba

Empiricka endokrinna lieCba bola povodne povazovand za nedinni u pacientov
so zlyhanim v spermatogenéze. Avsak, muzi s nizkou hladinou testosteronu v krvi moézu
mat’ znizenu hladinu tohto hormoénu aj vo vnutri semennikov, a preto by sa pre zvySenie
hladiny semennikov a spustenie spermatogenézy mohla u tychto muzov pouzit aj
empiricka endokrinna terapia.

Aj pri tomto druhu terapie sa porucha v spermatogenéze lieCi nahradzovanim
gonadotropinu. U pacientov s poruchou spermatogenézy prameni zaujem o vyuzitie
l'udského rekombinantného folikulo - stimulaéného horménu (rFSH) ztoho, ze
pacientom s neobstrukénou azoospermiou obnovil pritomnost spermii v ejakulate
(Selman et al., 2004). U pacientov s oligospermiou na rozlicnej urovni lieCba
gonadotropinmi spdsobila vysSiu mieru tehotenstva v porovnani s l'ud'mi, ktori boli na
placebe alebo sa vobec neliecili (Attia et al,, 2007). Pri empirickej endokrinnej terapii sa
pouziva aj klomiféncitrat atamofexin. Klomiféncitrat atamofexin su nesteroidné
estrogénne modulatory receptorov blokujuce negativny vplyv vyvolany estrogénom
v hypofyze a hypotalame, ¢im za zvySuje hormoén uvoltiujuci gonadotropin (GnRH)
avelkost uvoltiovania luteinizacného hormonu/ folikulo-stimula¢ného hormonu
(LH/FSH). Pri studii, ktorej sa zii¢astnili pacienti s neobstruk¢nou azospermiou, sa potom
5,2 mesiacov liecili klomiféncitratom, ktorého davky sa titrovali kvoli dosiahnutiu istej
urovne testosteronu, sa nasla pritomnost spermii v ejakulate pri 64 % pacientov
auzvysSnych pacientov sa preukazali pozitivne zmeny v histologii semennikov pri
extrahovani semennych spermii (Hussein et al, 2005). Dalsia §tadia hodnotila prinos
klomifénu s alebo bez pridavku choriového gonadotropinu (hCG) a menopauzalneho
gonadotropinu (hMG) u neobstrukénych azoospermikov. Pacienti bud’ podstupili
medikalnu lieCbu pozostavajucu z kombinacie klomifénu, hCG a hMG alebo nebrali
ziadne lieky . U 11 % pacientov sa zaznamenala pritomnost’ spermii po podstupeni tejto

liecby a vlastnosti potrebné na mikrochirurgickti extrakciu spermii so semennikov
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(microTESE) v réznych lie¢ebnych skupinach boli od 52-58 % v porovnani so skupinou,
ktora nepodliehala medikalnej liecbe, kde to bolo len 4 % (Hussein et al, 2013).

V pripade pdsobenia aromatazy je potrebné inhibovat jej funkciu blokatormi, ktoré
znemoziiuji premenu testosteronu na estradiol a androstendionu na estron. Tymto
dokazeme znizovat negativnu spatni vazbu estradiolu na hypotalamus, ¢im sa zvySuje
urovenl enzymov GnRH, LH a FSH. Pri pacientoch s poruchou v spermatogenéze
spojenou s nizkou hladinou testosterénu v krvi sa Casto na liecbu pouziva testolakton,
anastrozol a letrozol. Jedna zo Studii skimala 4 neobstrukénych azoospermikov, ktori
mali uroveni FS hormoénu nizsiu nez 10 UI/l empiricky lieCenych letrozélom. Vetkym
pacientom zaznamenali v ejakulate znovu pritomnost’ spermii, s koncentraciou 40 000-
90 000 spermii/ml 3 mesiace po lieCbe. Dokonca sa u tychto pacientov zvysil obsah FSH,
LH a testosterénu (Berookhim & Schlegel, 2014).
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2.5 Stadia zaoberajuca sa rozborom proteinov v semennej plazmy
V sucasnosti sa daju typy azoospermie rozpoznat na zaklade toho, Ze sa vySetruje

pritomnost spermii v semennikoch, na ¢o je ale potrebny chirurgicky zakrok. V tejto
Stadii od Drabovicha et al. (2013)identifikovali dva proteinové biomarkery v semennej
plazme, ktoré by mohli pomoct’ odlisit’ rozlicné typy azoospermie a pacienti by sa mohli
vyhnut' invazivnym chirurgickym vysetreniam (Drabovich et al., 2013).

Ako sme uz vysSie spominali tak jedinym spolahlivym spdsobom na odliSenie
obstruk¢nej a neobstrukénej azoospermie je biopsia semennikov. Toto vySetrenie vSak
obzvlast zasahuje do semennikov muzov trpiacich azoospermiou je znacne neprijemné.
Dokonca ani nemusi presne vyhodnotit' histopatologiu u neobstrukénej azoospermie,
ked'ze genéza spermii je priestorovo rozdelena. Bolo vykonanych aj viacero studii ,kde
sa snazili predpokladat typ azoospermie zobjemu semennikov alebo vyuzitim
biomarkerov z krvi (folikulo -stimula¢ny hormon, inhibin B a anti -Mullerianny hormon),
avSak tieto markery neboli dostato¢ne Specifické (Carpi et al.2009; Muttukrishna 2007;C.
Tsametis 2011). V tejto Stadii autori hovoria o zmerani 18 , kandidatov* na biomarkery
zo 119 vzoriek semennej plazmy, kedy sa im podarilo identifikovat’ dva proteiny - protein
extracelularnej matrix 1 (ECM1), ktory sa exprimuje v nadsemennikoch a protein
exprimovany semennikmi 101 (TEX101). Tieto proteiny by mali mat’ potencial rozoznat’
obstruk¢nu azoospermiu od neobstrukénej s vysokou senzitivitou a Specificitou (Batruch
2010; Batruch 2012). V nadvéazujucej §tadii overili 30 potencialnych biomarkerov a ich
pocet zredukovali na 18 (Drabovich et al., 2011). Nasledne v tejto Studii pokracovali
v zhodnoteni tychto 18 biomarkerov pomocou analyzy sledujiicej vybrané reakcie (SRM
assay). Zmeranim dvoch jedine¢nych proteotypickych peptidov na protein nachadzajuci
sa v semenne] plazme, prisli na to, Ze mnozstvo tychto 18 biomarkerov je znizené
vo vzorkach od muzov po vazektomii. Ako d’al§ie pouzili sériové riedenia izotopom
znacenych Standardov peptidov, aby mohli urcit hrani¢né hodnoty detekcie
a kvantifikacie. Potom zmerali kanditatov na biomarkery a2 kontrolné proteiny
charakteristické pre prostatu.

Tymito metddami mohli identifikovat uz vyssie spominané ECM1 a TEX101, ktoré
dalej analyzovali. Mnozstvo TEXI101 bolo vysoké umuzov snormalnou
spermatogenézou, ale pod hodnotami detekcie umuzov po vazektomii
a u neobstrukénych azoospermikov. ECMI1 protein bol tiez zniZzeny pri pacientoch
s azoospermiou. Dalej zistili, z¢ TEX101 sa exprimuje v spermatocytoch, spermatidoch

a v spermiach, ale neexprimoval sa (alebo len vo vel'mi malom mnozstve) v bazalnych,
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Sertoliho a Leydigovych bunkach. Nizke mnozstvo tohto proteinu bolo pozorované
v tkanive s hypospermatogenézou a v tkanive, kde bunky mali zastavené dozrievanie.
Pomocou senzitivnejSej metody nasledne merali mnozstvo TEX101 u jednotlivych
skupin pacientov. Najniz§ie mnozstva tohto proteinu boli zaznamenané u muzov
s hypospermatogenézou, u obstrukénych azoospermikov au muzov po vazektomii.
Tento membranovy protein ma monoSpecificktl expresiu v zarodo¢nych bunkach, avsak
v ziadnom dalSom l'udskom pletive sa neexprimuje. MySia TEX101 sa exprimuje
v semennikoch, ale poCas zrenia v nadsemennikoch je enzymami odstiepena z povrchu
spermii. Taktiez je rozpustnym ¢initelom sprostredkivajicim akrozomalnu reakciu tym,
ze spusta uvoliovanie progesteréonu v kumularnych bunkéch (Yin et al. 2009; Sun et al.
2011). Kvoli tomu sa TEX101 sa tazko deteguje u muzov s obsStrukénou azoospermiou,
u muzov po vazektomii a u muzov, ktori maju Sertoliho bunky. V bunkach so zastavenim
dozrievania au muzov s hypospermatogenézou sa tento protein exprimuje, ale
spermatocyty nedozrievaju v spermie. Koncentracia TEX101 v semennej plazme
umoziuje rozliSovat’ histopatologické podtypy neobStrukénej azoospermie. ESte viac
senzitivna metdda by mala ul'ahcit’ odliSenie medzi muzmi s normalnou spermatogenézou
a muzmi s hypospermatogenézou, tymi ¢o maju zastavené dozrievanie buniek, a taktiez
muzmi so Sertoliho bunkami a ob§trukénou azoospermiou (Drabovich et al., 2013).
Tato §tadia nam poskytuje nahl'ad moznosti akymi by sa semennd plazma dala
skamat’ a potvrdzuje predpoklady o tom, ze obsahuje urcité markery vo forme proteinov.
Uloha tychto proteinov a ich mnozstvo u pacientov s jednotlivymi typmi azoospermie ma
potencial rozlisit, to o aky tip azoospermie sa jedna len zo vzorky semennej plazmy od
muza, amoze sa tym padom predist velmi invazivnym a nekomfortnym metodam
vySetrovania tychto muzov ako napriklad biopsiou semennikov alebo inymi

chirurgickymi zékrokmi.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

Acetonitril (SupelCo, kat. ¢. 10029)

Hydrogenuhli¢itan amonny (Fluka-Analytical, 09830-500 G)
Jodacetamid (Sigma-Aldrich, kat. €. 11149)

Kyselina octova (Fluka- Analytical, kat. ¢. 49199- 50ML-F)
Kyselina trifluoroctova (Sigma- Aldrich, kat .¢. 14264)

Metanol (J. T. Baker, kat. ¢. 9822)

Mocovina (Sigma-Aldrich, kat. ¢. U5S378)

MS voda (Merck Milipore

Tris (2-amino-2 hydroxymetyl)-1,3-propandiol (Roche, kat. €. 10708976001)
Trypsin/ Lysyl endopeptidaza (Lys C) Mix (Progema, kat. ¢. U5378)
3.1.2 Roztoky

0,1 mol.I"! Tris-HCI (pH 8,5)

0,05 mol.I"! Hydrogenuhli¢itanu amonného (ABC) v MS H>O
Jodacetamid (IAA) - 0,05 mol.I'! jédacetamidu v kyseline modovej

8 mol. I mocovina (UA) v 0,1 mol.I"! Tris/HCl s pH 8,5

0,05 mol.I"! hydrogenuhligitanu amonného (ABC) v MS H,O

80 % roztok acetonitrilu s 0,1 % kyselinou octovou

0,1 % roztok kyseliny octovej

0,1 % roztok kyseliny trifluoroctovej

3.1.3 Supravy

Pre- Diluted Protein Standards: BSA Set v rozmedzi koncentracii 125-2000 pg/ml
(Thermo Scientific™, kat. ¢. 23208)

Pierce BCA Protein Assay
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Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A (Thermo Scientific™, kat. & 23223)
Pierce™ BCA Protein Assay Reagent B (Thermo Scientific™, kat. ¢. 23224)

3.1.4 Biologicky material
15 vzoriek semennej plazmy:
- 6 vzoriek od normozoospermikov, 4 vzorky od muzov po vazektomii, 5 vzoriek

od kryptozoospermikov

3.1.5 Pristroje

Analytické vahy SBC21 (Scaltec, USA)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Nemecko)

Centrifiga Rotina 4202R (Scholler, Cesko)

Hmotnostny spektrometer Thermo Orbitrap Exploris 480 (ThermoFischer, USA)
Chromatograf Dionex Ultimate 3000 (ThermoFisher, USA)
Inkubator na baze vodného kupel'a SUB Aqua 12 Plus (Grant, UK)
MS Inkubator hybridizic (Biotech, Cesko)

Spektrofotometer PerkinElver Envision (PerkinElmer, USA)
Trepacka Vortex Vitrum 3144515 (Heidolph, Nemecko)

Vakuova odparka koncentrator 5301 (Eppendorf, Nemecko)
Zasobnik deionizovanej vody MilliQ (Milipore, USA)

3.1.6 Software

Microsoft Office 356

Proteome Discovever 2.4.0.305
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3.2 Metodika

3.2.1 Priprava semennej plazmy
Bolo nam dodanych 15 vzoriek semennej plazmy, ktora sa vopred scentrifugovala.

Plazmu sme uchovavali pri -80°C aby sme zabezpecili, Co najmensiu degradaciu vzoriek.
Nasledne sme vzorky alikvotovali na menSie objemy. Z kazdej vzorky sme si pripravili
jeden alikvot, aby sa predislo znehodnoteniu vzorky neustdlym zmrazovanim a
rozmrazovanim a ktory sa riedil 50 x (2 pl plazmy 98 pul vody) a 100 x ( 1 pl plazmy a 99
ul vody). Plazma sa riedila tymto spdsobom, kvoli tomu, aby bola v takej koncentracii,

v ktorej je mozné detegovat’ pritomnost’ proteinov.

3.2.2 Meranie koncentracie proteinov pomocou BCA

Bolo potrebné zistit, aké mnozstvo proteinov, sa nachadza v semennej plazme. Tato
metdda sa vykonavala pomocou pouzitia 96 jamkovej mikrodosticky, ktori mdzeme
vidiet' aj na obrazku (Obr.3 ). Standardy, blank aj vzorky sa pipetovali v objeme 25 ul.
Do prvych troch jamiek sa napipetoval blank- pouzila sa MS voda. Dalej sa pipetovali
Standardy hovadzieho sérového albuminu (BSA) v rozmedzi koncentracii 125 - 2000
ug/ml- kazda koncentracia sa napipetovala v troch opakovaniach. Ako nezndme vzorky
sa pouzili vopred zriedené alikvoty (50 a 100 x) semennej plazmy. Kazda vzorka
semenne] plazmy sa na dosticku pipetovala v dvoch opakovaniach. Pripravil sa roztok
kyseliny bicinchoninovej (BCA) pomocou stupravy Pierce BCA Protein Assay. Roztok
bol v pomere 50 dielov reagentu A na 1 diel reagentu B. Do kazdej jamky sa potom
napipetovalo 200 ul tohto roztoku. Dostic¢ka sa nasledne inkubovala 30 minut pri teplote
37°C. Po skonceni inkubacie sa na spektrofotometri zmerala absorbancia pri vlnovej
dizke A= 562 nm. Z nameranych hodnét sa v programe Excel zostavila kalibra¢éna krivka
z absorbancie §tandardov BSA. Podl'a rovnice regresie sa vypocitalo mnozstvo proteinov
v 1 ml. Podl'a vypocitanych hodnot koncentracie sa vybrali dve vzorky, s ktorymi sa d’ale;

pracovalo.
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Obrazok 3. Schéma metody BCA. Upravené podla:

https://www.abcam.co.jp/ps/products/253/ab253410/documents/BCA-Protein-Assay-Kit-
protocol-book-ab253410%20(website).pdf (20.3.2022).

3.2.3 §tiepenie na filtri
Touto metddou sa vzorky semennej plazmy precistili a vSetok d’alsi biologicky odpad sa

zo semennej plazmy odstranil, aby sa nasledne mohlo zistovat’ zastipenie jednotlivych
proteinov v semennej plazme. Pripravili sa potrebné roztoky- 2 ml 8 mol.I"' mogoviny
(UA) v 20 ml 0,1 mol™! Tris HCI, 25 ml 0,05 mol.I"! hydrogenuhli¢itanu amonného a 0,2
ml 0,05 mol.I"! jédacetamidu. Na filter mikroskimavky sa napepitovalo 30 pl semennej
plazmy a 200 ul UA. Takto pripravené mikroskimavky sa centrifugovali 15 mintt pri
13 000 x g. Po tejto centrifugacii sa do centrifugacnych skumaviek napipetovalo 200 pl
UA a znovu prebehla centrifugacia. Obsah, ktory v mikroskimavke presiel cez filter sa
vylial a nasledne sa pridalo 100 ul 0,05 mol.lI"! jédacetamidu v UA. Mikroskumavky sa
nechali pretrepat’ pri 600 rpm na termomixére po dobu jednej minaty a inkubovali sa 20
minut v tme. Po ukonceni inkubacie sa znovu mikroskimavky scentrifugovali pri 13 000
x g na 15 minut. Pridalo sa 100 pl UA na filter a znovu prebehla centrifugacia pri 13 000
x g na 15 minut. Tento krok sa zopakoval dvakrat. Na filter mikroskimavky sa potom
pridalo 100 pl hydrogenuhli¢itanu amonného a nechalo sa scentrifugovat pri 13 000 x g
po dobu 15 minut, s tym ,Ze tento postup sa dvakrat zopakoval. Do mikroskimaviek sa

potom pridalo 200 pl hydrogenuhli¢itanu amonného s trypsinom a mikroskimavky sa
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https://www.abcam.co.jp/ps/products/253/ab253410/documents/BCA-Protein-Assay-Kit-

dali trepat’ na termoximér pri 600 rpm na 1 minatu. Vzorky sa nechali inkubovat’ pri 37°C
na noc (18 hodin). Filtre sa nasledne premiestnili do novych skimaviek. Mikroskimavky
sa dali scentrifugovat’ pri 13 000 x g na 10 minut. Pridalo sa 40 pl ABC a znovu sa
mikroskimavky scentrifugovali pri 13 000 x g na 10 minut. Opét’ sa vykonala metoda
BCA pomocou ktorej sa zistila koncentracia peptidov. Do 96- jamkovej mikrodosticky
sa napipetovali Standardy BSA v rozmedzi koncentracii 125-2000 pg/ml, kazda

koncentracia sa napipetovala 3-krat. Ako blank sa pouzila MS voda , ktord sa tiez

napipetovala 3-krat. Nasledne sa v duplikatoch napipetovali vzorky semennej plazmy
v objeme 10 pl. BCA ¢inidlo sa pripravilo v pomere 50:1 (reagent A:reagent B)
a napipetovalo sa do vSetkych pouzitych jamiek v objeme 200 ul. Dosticka sa inkubovala
30 minut pri 37°C. Nasledne sa zmerala absorbancia pomocou spektrofotometra
a v programe Excel sa vytvorila kalibra¢na krivka, podla ktorej sa vypocitali
koncentracie peptidov. Potom sa vypocital objem vzoriek na 10 pg peptidu. V jednej
vzorke bolo ale vel'mi malé mnozstvo peptidov a preto sa uz s nou d’alej nepracovalo.
3.2.4 Precistenie cez Stage Tip

Tymto sposobom sa peptidy purifikovali na C18 | Stage tips“, ktoré sa najprv museli
aktivovat. Kolony sa premyvali a aktivovali tieto roztoky: 100 ul metanolu, 100 pl 80%
acetonitrilu (AcN) s 0,1 % kyselinou octovou (AA), 100 ul 0,1 % kyseliny octovej.
Kolona sa aktivovala metanolom skimavky sa scentrifugovali pri 3000 x g po dobu 2
minut. Potom sa skimavky preplachli 100 pl 80 % AcN s 0,1 % AA a znovu sa skimavky
centrifugovali. Opét’ prebehol preplach kolony roztokom 0,1 % AA. Skamavky sa dali
scentrifugovat pri 3000 x g na dve minuty. Nasledne sa na filter naniesla vzorka, v ktorej
sa nachadzalo 10 pg peptidov a scentrifugovala sa pri 3000 x g na dobu 2 minuat. Kolony
aj so vzorkou sa preplachli 100 pl 0,1 % AA a znovu sa vykonala centrifugéacia ( 3000 x
g, 2 minuaty). Obsah mikroskimaviek sa premiestnil do novej eppendorfovej skimavky,
kde sa eluoval 100 pul 80 % AcN's 0,1 % AA. Mikroskumavky sa premiestnili do vakuovej
susicky zhruba na 30-45 minut, az pokym sa neodparil tekuty obsah a nezostali vysusené
peptidy. Vzorky sa nasledne rozpustili v 50 pl 0,1 % kyseliny trifluoroctovej. tymto

spdsobom pripravené vzorky sa preniesli do vialiek, ¢im sa pripravili na MS analyzu.’
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Obrazok 4: Stage tips kolona zostavena z mikroskiimavky a pipetovacej Spicky na purifikaciu
peptidov. Zdroj: Kroupova, 2020

3.2.5 Meranie na HPLC-MS
Na zmeranie vzoriek sa pouzil chromatograf Dionex UltiMate 3000 a LC-MS/MS

analyza sa vykonala pouzitim hmotnostného spektrometra Thermo Orbitrap Exploris 480.
HPLC separacia zahriiala odsolenie na Acclaim PrepMap 100 koléne (100 um x 2 cm,
C18,5 um, 100 A). Nasledne sa vykonala analyticka separacia pomocou PrepMap RSLC
(75 pm x 25 cm, C18, 2 um, 100 A). Vzorky sa naniesli na kolonu a odsolili sa, na ¢o sa
vyuzila HLPC nanéaSacia pumpa s prietokom 6 pl/min al % acetonitril s 0,05 %
kyselinou trifluoroctovou. Po 10 mintitach od nanesenia prebehla separacia. Ako mobilna
faza A sa pouzila 0,1 % kyselina mravcia vo vode a moblina faza B bola tvorena 0,1 %
kyselinou mravCou v acetonitrile. Na Orbitrape sa vzorky merali pri rozliSeni 120 000
a hmotnostny rozsah bol nastaveny na 350- 1500. Fragmentacia sa vykonavala pomocou
linearnej i6novej pasce vyuzivajucej CID fragmentacny mod.

3.2.6 Spracovanie Raw Dat

Data z hmotnostného spektrofotometra sa analyzovali v programe Thermo Protein
Discovever 2.4.0305. V ramci funkcie , Spectrum file re - calibration“ sa
vybrala databdza UniProt (Uniprot-organism_human_2019) s trypsinom ako Stiepiacim
enzymom. Nasledne sa nastavili parametre pre o¢akavané modifikacie. Ako Statisticka
modifikécia sa nastavila karabimidometyléacia cysteinu a ako dynamické modifikacie sa
uréili oxidacia metioninu a acetylacia na N- konci proteinu. Minimalna dizka peptidu sa
zvolila na 6 aminokyselin. Na zvolenie prekurzora u funkcie ,,Spectrum Selector” sa
urcilo rozpéatie 300 - 5000 Da, najnizsi naboj sa zvolil na hodnotu 2 a najvyssi naboj na

hodnotu 4, ,treshold” intenzita sa nastavila na 2000. Prehl'adavanie sa vykonavalo
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s vybranym algoritmom Sequest HT, s tym ze sa nastavilo vynechavanie maximalne 2
Stiepnych miest. Minimalna dizka peptidu sa nastavila na 6 aminokyselin a maximélna
dizka bola uréena na 144 aminokyselin. Hmotnostna tolerancia prekurzora bola zvolena
na 10 ppm a hmotnostna tolerancia fragmentu na 0,6 Da. Validita vyhl'ad4vania sa overila
podl'a funkcie , Percolator”, priCom sa zalozila na g-value. Vlastnosti chromatografu sa
zhodnotili pouzitim funkcie ,,Minora Feature Detection. Po tomto prehl'adavani sa
zahdjil konsenzualny protokol extrakciou identifikovanych alebo kvantifikovanych
peptidov z ,MSM Files“. Funkcia , Feature Mapper* sa v prvej vetve vyuzila na
vyrovnanie retencného c¢asu s maximalnym posunom 10 min ashodnotou 5 pre
minimalny signal/Sum ,treshold“. Label- free kvantifikacia na zéklade unikatnych
peptidov sa vykonala pomocou funkcie ,,Percusor Ion Quantifier*, s tym, ze sa venovala
pozornost’ proteinovym skupinam a zdielanym kvalifikaénym vysledkom. Druhé vetva
konsenzualneho postupu sa zacala z ,MSF*“ Files. Zamerala sa na validaciu peptidov
a proteinov. Prvou funkciou, ktora sa pouzila bola ,,PSM Grouper* so ,,Site Probability
Treshold“ shodnotou 95. Dalej sa pouzil ,Peptide Validator® s automatickym
validatnym modom so , Strict Target FDR“ 0,01 a ,Relaxed Target FDR* 0,05.
Validované peptidy sa spracovali vyuzitim ,,Peptide and Protein filter”, kde sa minimalna
dizka petidu nastavila na 6 aminokyselin s vysokou istotou. Zahrnuli sa vysledky, kde
bola nizka hustota a vynechali sa peptidy bez referencie, toto zahrnutie sa nastavilo na
,False. Minimalny pocet peptidovych sekvencii sa nastavil na 2. Nasledne sa pouzila
funkcia ,,Protein Scoter spojena s , Protein FDR Validator”, ktory bol nastaveny na
,Strict FDR* 0,01 a , Relaxed FDR* 0,05 s funkciou ,,Protein Grouping™ vyuzivajucou
,,Apply Strict parsimony*.
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4 VYSLEDKY

Zamerali sme sa na charakterizaciu protedbmu semennej plazmy a najdenie proteinov
,ktoré by mohli mat’ Glohu pri diagnostike alieCbe azoospermie. Vzorky semennej
plazmy boli po riedeni 50 x a 100 x podrobené hmotnostne] analyze merajuce]
koncentraciu proteinov vo vzorkach pomocou metody BCA s naslednym meranim
absorbancie vzoriek v spektrofometri. Tabulka €.1 zobrazuje hodnoty absorbancie
Standardov BSA v rozmedzi koncentracii 125- 2000 pg/ml. Podla tychto hodnot sa

zostavila kalibra¢na krivka (Obr.2).

Tab. 1: Namerané absorbancie Standardov BSA

Kalibra¢na krivka-Standardy BSA
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Obrazok 4. Graf zavislosti absorbancie na koncentracii proteinu ziskany zmeranim Standardnych
roztokov BSA o znamych koncentraciach. Predpis priamky: y= 0,0013x+0,1644, R>=0,986
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Na zéklade hodnot kalibracnej krivky a rovnice, ktorda nam touto kalibracnou

krivkou vznikla sme boli schopni pomocou nameranej absorbancie vzoriek semennej

plazmy vypocitat' koncentraciu proteinov v tychto vzorkach. Vypocet sa vykonaval

pouzitim rovnice z grafu, kde sa dosadili potrebné hodnoty, zktorych sa odvodila

hodnota x, vyjadrujica koncentraciu proteinov (Tab.2). Tymto sposobom sme mohli

zistit’ konkrétne mnozstvo proteinov pritomnych v jednotlivych vzorkach.

Tab. 2: Koncentracia proteinov v jednotlivych vzorkach semennej plazmy

Oznacenie Riedenie Absorbancia  Priemer Koncentracia Priemer SD
vzorky (mg/ml)

N211155 50x 0,54 0,64 0,59 14,48 18,37 16,43 2,75
100x 0,34 0,37 0,36 13,58 15,74 14,66 1,52

N211142 50x 0,67 0,73 0,70 19,75 21,72 20,73 1,38
100x 0,42 0,40 0,41 19,66 18,04 18,85 1,14

N211141 50x 0,77 0,85 0,82 23,6 26,56 25,08 2,09
100x 0,44 0,50 0,47 21,89 2543 23,66 2,50

3790 50x 0,71 0,80 0,76 21,33 24,25 22,79 2,07
100x 0,49 0,53 0,51 25,58 27,82 26,70 1,57

N211145 50x 0,69 0,68 0,69 20,56 19,52 20,04 0,73
100x 0,33 0,36 0,35 13,35 14,74 14,05 0,98
N0909961 50x 0,40 0,41 0,41 9,10 9,45 9,27 0,24
100x 0,25 0,27 0,26 7,20 7,74 7,47 0,38
K200512 50x 0,60 0,65 0,62 16,87 18,48 17,68 1,14
100x 0,32 0,37 0,35 12,04 15,82 13,93 2,66
K190509 50x 0,73 0,84 0,78 21,75 25,91 23,83 2,94
100x 0,29 0,40 0,35 10,05 18,20 14,12 5,77
A210108 50x 0,80 0,84 0,82 2445 26,06 25,25 1,14
100x 0,46 0,50 0,48 23,04 25,66 24,35 1,85
5776 K 50x 0,50 0,55 0,52 12,90 14,75 13,83 1,30
100x 0,33 0,35 0,34 13,20 14,35 13,78 0,82

5087 K 50x 0,60 0,62 0,61 16,79 17,37 17,08 0,41
100x 0,27 0,30 0,29 8,20 10,43 9,31 1,58

4416 V 50x 0,52 0,55 0,54 13,87 14,87 14,37 0,71
100x 0,29 0,34 0,32 9,74 6,79 8,27 2,08

N0909162 50x 0,50 0,45 0,48 13,14 10,95 12,04 1,55
100x 0,28 0,30 0,29 9,13 10,43 9,77 0,93
N21 50x 0,72 0,75 0,73 21,18 22,40 21,79 0,87
100x 0,43 0,43 0,43 20,27 20,05 20,16 0,16
5890 50x 0,71 0,80 0,76 20,95 24,60 22,77 2,59
100x 0,48 0,52 0,50 2450 27,51 26,00 2,12
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Spomedzi vSetkych vzoriek boli na zaklade koncentracie proteinov v tychto
vzorkdch vybrané dve vzorky, sktorymi sme dalej pracovali. Vzorky N211141
a N211155 boli nasledne spracované pomocou Stiepenia na filtri (FASP). Pracovalo sa
vSak s nenariedenymi alikvotmi, aby sme boli schopni zistit presné koncentracie
proteinov vo vzorkach. Po Stiepeni na filtri znova prebehla metéda BCA, kde sme zistili
koncentraciu peptidov (Tab. 3), podl'a ktorej sa urcilo mnozstvo vzorky, s ktorou sa

pracovalo v ,,Stage Tips®.

Tab. 3: Koncentracia peptidov vo vzorkach semennej plazmy

Oznacenie vzorky Absorbancia Koncentracia (ug/ml) Koncentracia (10 pg/ml)
N211141 0,29 272,17 36,74
N211155 0,12 -17,84 -560,75

Metodou BCA sa zistilo, ze vzorka N211155 neobsahovala ziadne peptidy. Na
precistenie cez Stage Tips sa teda pouzila len vzorka N211141.Vzorka sa spolu
s rovnakou vzorkou, ktord bola k dispozicii z predoslej digescie preniesli do vialiek
a nasledne sa zmerali na HPLC - MS.

V danej vzorke sme pomocou HPLC- MS merania a nasledného Statistického
spracovania boli schopni identifikovat’ proteiny nachadzajice sa vo vzorke N211141.
N4jdené sekvencie proteinov sa porovnavali s databazou UniProt. Pouzitim tejto
databazy dokazal program Thermo Protein Discovever 2.4.0305 zistit’ o aké konkrétne
proteiny sa jedna. Pomocou prehl'ad4avania v databaze UniProt sa teda zistilo, ze vzorka
N211141 z novSej digescie obsahovala 287 proteinov. Pri kazdom proteine sa urcilo
sekvencné pokrytie, vel'kost proteinu, jeho izoelektricky bod, pocet unikatnych peptidov,
pocet aminokyselin, a to Co bolo pre nas najzaujimavejsie - abundancia daného proteinu.
Zoznam najdenych proteinov sa porovnal s dal§Simi Stidiami zaoberajicimi sa
identifikaciou proteinov v semennej plazme. 20 najviac abundantnych proteinov sa
nasledne charakterizovalo z hl'adiska funkcie a potencialneho vplyvu na tvorbu
a transport spermii. Tri najzastipenejSie proteiny boli semenogelin 1, kalikrelin 3

a sérovy albumin.
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S DISKUSIA

5.1 Porovnanie proteinov najdenych vo vzorke semennej plazmy s inymi Stadiami
Proteiny, ktoré sa identifikovali v protedme semennej plazmy vzorky N211141 zmeranej
na HPCL - MS sa porovnali s vysledkami inych $tudii, ktoré sa tiez zaoberali protedmom
semennej plazmy. Podarilo sa nam identifikovat’ proteiny, ktoré boli spominané v Studii
od Pilcha aManna (2006). Konkrétne sme nasli fibronektin, semenogelin 1
a semenogelin 2. Tieto proteiny su schopné viazat' iné proteiny, s tym ze maju vplyv
na ich katalyticku aktivitu. Fibronektin a semenogelin 1 formuju siet’ vlakien, ktora
spOsobuje rosolovatenie a nehybnost spermii (Pilch & Mann, 2006). Je mozné
predpokladat’, ze tym, zZe tieto proteiny znehybiuju spermie, tak mézu vytvarat' prekazku
pre dal§i pohyb spermii v reprodukénom trakte. Fibronektin ma vysoké vézbové
vlastnosti- dokaze viazat’ lipoproteiny (Calvete & Sanz 2007).

Nasledne sme zistovali to, aké proteiny boli niajdené vo vzorkdch semennej
plazmy v inych vyskumoch a na kol'ko sa zhoduji nami n4jdené proteiny s tymi, ktoré sa
nasli vo vzorkach plazmy v tychto vyskumoch.

Stidia od Candenasa hovori o doteraz zistenych znalostiach o protedme semennej
plazmy, a taktiez o tom ako potenciadlne moze sluzit’ pri diagnostike rozlicnych stupiiov
muzskej neplodnosti (Candenas & Chianese, 2020). Na vizualiz4ciu rozdielu v pocte
proteinov zahrnutych v tejto Studii a proteinov najdenych v nasej vzorke plazmy bol
vytvoreny Vennov diagram (Obr. ¢ 5). Taktiez sa porovnaval pocet proteinov najdenych
v §tudii od Batrucha, kde identifikovali vysoké mnozstvo proteinov vo vzorke plazmy
s neobStrukénou azoospermiou ,z ktorych boli vytvorené kratSie zoznamy proteinov,
v ktorych sa zameriavali na zistenie ich expresie alebo boli porovnané s predoSlymi
Stadiami (Batruch et al, 2012). Stymi sa nasledne porovnali nase vysledky. Po
prehliadnuti Vennovho diagramuje mozné povedat, ze vo vSetkych troch experimentoch
boli rovnaké 4 proteiny: klasterin, semenogelin 1 a 2 a L -laktat dehydrogenéazu C. Tieto
proteiny sa taktiez nachadzali v S§tudii od Batrucha. S touto §tudiou sme zaroven
zaznamenali najviac spolo¢nych proteinov. Konkrétne §lo otychto 16 proteinov:
klasterin, nukleobindin 2,prolaktinovy inducibilny protein, L. -laktat dehydrogenazu C,
dipeptidazu, cystatin -C, cystatin - S, semenogelin -1 a 2, A - kinaza kotvovy protein,
kolagén, laminin s podjednotkou a5, IgGFc vazbovy protein, peroxiredoxin - 6, plastin 2
aanexin 5A .V §tudii od Candenasa sa nasiel prekryv v tychto 14 proteinoch: semenogelin

1 a2, klasterin, membranovii metaloendopeptidazu, kalikrelin 2, peroxiredoxin 1,
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glykoprotein 1 alfa -kyseliny, glykoprotein 2 alfa-kyseliny, katepsin L1, heatschock
protein 70, L - laktat dehydrogenazu C, syntdzu mastnych kyselin a protein

indukovatel'ny prolaktinom a fibronektin 1.

Nasa vzorka
273

14 16

Studia . Studia
Candenas Batruch
55 \ 53

Obrazok 5. Vennov diagram na porovnanie poctu proteinov v semennej plazme nami zmeranou
vzorkou a inymi §tadiami

5.2 Charakteristika proteinov najdenych v semennej plazme

Zo zoznamu najdenych proteinov sa vybralo 20 takych, ktoré sa vo vzorke nachadzali
v najvys$§om mnozstve a charakterizovala sa ich funkcia.

Protein semenogelin, ktory mal najvysSiu abundanciu ma vel'mi doleziti ulohu
pre imobilizaciu spermii v semennom koagulate. Pochadza so semennych vezikul a je
hlavhym komponentom semenného koagulatu. Ma vplyv na viaceré parametre spermii,
¢i uz sa nachadza v intaktom alebo v degradovanom stave. Purifikovany semenogelin sa
vie zosiet'ovat’ transglutaminazou alebo je fosforylovany kindzami. Vyskyt tychto reakcii
v reprodukénom trakte vSak nie je Uplne jasny a preskimany (De Lamirande, 2007).
Druhy najviac zastapeny protein bol kalikrelin 3, ktory je vel'mi uzitocny ako marker pri
adenokarcinome prostaty (Darling er al. 2006). Nazyva sa aj Specificky antigén prostaty,
ktory sa podl'a R&D Systems vyuziva pri diagnostike, urovani §tadia a d'alSom sledovani
rakoviny prostaty (https://www.rndsystems.com) .

Sérovy albumin je v l'udskej krvi najviac zastupeny a je taktiez nosi¢om volnych

mastnych kyselin v krvi. Reguluje objem plazmy atiez rovnovahu v tkanivovych
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tekutinach. Tento protein sa mdze neSpecificky viazat' na steroidy, hormony Stitnej zl'azy
hemin a d’alSie molekuly (Stillwell, 2016).

Dalsim vysoko zastipenym proteinom bola kysla fosfataza prostaty, ktora je
diferenénym antigénom Specifickym pre epitel prostaty. Ma ulohu v objasneni
molekularneho mechanizmu prepojenia medzi androgénmi a signalizaciou fosforylacie
tyrozinu, ktord je zahrnuta v regulacii rastu buniek karcindmu prostaty. Kysla fosfotaza
prostaty moéze sluzit’ aj pri skimani biologickej aktivity histidin- dependentnych kyslych
fosfatazach a ich vztahu vramci evoltucie (Muniyan et al 2013).

Klasterin ma ulohu ako extracelularny Caperdn, ktory chrani pred agregaciou
nenativnych proteinov. Zabrariuje aj tomu aby prebiehala stresom indukovana agregacia
krvnych proteinov. Ked sa naviaZze na receptory na povrchu buniek, tak sa spusti
internalizacia komplexu Caperon- klient s nasledujiicou lyzozomélnou a proteozomalnou
degradaciou (https://www.uniprot.org ).

Protein testikularneho pletiva Li 227 bol najdeny v semennej plazme s celkom
vysokou abundanciou. Jeho sekvencia ¢i podobnost’ sinymi proteinmi je viacmene]
znama, ale jeho funkcia este nebola celkom objasnena (https://www.uniprot.org ).

Laktoferin, ktory mal v meranej vzorke semennej plazmy tiez vysoké zastipenie,
je multifunkénym glykoproteinom nachadzajucim sa najmé v mlieku cicavcov, ale taktiez
ho vieme najst’ aj v inych telesnych tekutinach. Tento transportny protein viaze zZelezo,
s tym, ze modze naviazat 2 ioény Fe’™ v spojeni s anionom, najcastejsie bikarbonatom
(https://www.uniprot.org). Tento protein ma viacero biologickych funkcii ako napriklad
podpora proliferacie a diferencidcie buniek a taktiez sa sprava ako antibakterialny,
antiviralny a antiparaziticky protein (Karav et al., 2017).

Prolaktinom indukovany protein je malym glykoproteinom nestcim niekol'ko
sacharidovych retazcov, ktoré si naviazané na dusik. Tento protein sa exprimuje iba
v apokrinnych zlazach amoze sa viazat' na viacero proteinov, ale vacSinou nie je
biologicky vyznam tychto interakcii vel'mi objasneny. Viaze sa na C4 receptory, ktoré st
pritomné na povrchu T lymfocytov, makrofagov a spermii. Ziskané informacie o tomto
proteine naznacuju, ze by mohol mat imunomodula¢na funkciu a pravdepodobne je
dolezité jeho zastupenie pri adoptivnej imunite sprostredkovanej bunkou. Taktiez sa
dokaze viazat' na viacero druhov baktérii , Co naznacuje, ze je sicast'ou vrodenej imunity
a dokaze ochranit’ hostitel'a pred mikrobialnymi infekciami. (Urbaniak et al., 2018).

Funkcia semenogelinu 2 je vo vytvarani gélove] matrix, ktora ma ulohu

v zachytavani sektrétov pridavnych zliaz a ejakulovanych spermii
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(https://www.uniprot.org). Spolo¢ne so semenogelinom 1 je dominantnym komponentom
koagulatu tvoreného cCerstvo koagulovanym semenom. Vznika v zlazovom epiteli
semennych vezikul ,kde je sekretovany v celkom vysokych koncentraciach. Produkuje sa
aj v epiteli nadsemennikov, avSak v niz§ich koncentraciach. Semenogelin 2 funguje ako
substrat transglutaminazy, pravdepodobne kvoli opakovanej S§truktire s mnozstvom
glutaminu a lyzinu (Lundwall et al., 2002).

Fibronektin je proteinom viazicim heparin. Do jeho biologickej funkcie spada
odozva na akutny stav v organizme, bunkova adhézia aregulacia bunkového tvaru.
(https://www.uniprot.org ). Nachadza sa v krvi a v spojivovych pletivach. Jeho podporna
aktivita pri prichytdvani buniek je zéavisla od toho, ¢i su tam pritomné Specifické
sekvencie aminokyselin v jeho Strukture, pretoze tie si schopné interakcie
s integrinovymi receptormi buniek a od toho, ¢i je schopny tvorit komplexy s inymi
makromolekulami (Santin, 2010).

Protein mucin 6 sa tvori v Specializovanych sekretovanych bunkach, ide bud
o poharikovité bunky alebo hlienové bunky. Glykany mucinu mézu posobit’ ako vazobné
miesta pre mikroby, a to ze sa mucin znacne glykozuluje v centralnej oblasti ho chrani
pred proteazovou degradéciou. V oblasti mucinu, kde sa nachadzaju sekvencie bohaté na
prolin, treonin a serin su rozptylené domény bohaté na cystein, ktoré maju neobjasnent
funkciu, ale predpoklad4d sa, ze su miestami prechodnych krizovych vézieb medzi
mucinmi (McGuckin et al., 2015).

Sekre¢ny protein nadsemennikov vezuci spermie je receptorom so zorad’ovacou
funkciou, ktory smeruje prohormoény k regulovanej sekrecnej drahe. M4 aj enzymaticka
funkciu, kedy spracovava prohormény nervovych ¢i endokrinnych buniek. Ako
katalyzator pdsobi pri uvol'fiovani C -koncovych argininovych alebo lyzinovych zvyskov
z polypeptidov (https://www.uniprot.org).

Protein gastricin je schopny hydrolyzovat viacero proteinov. Je to kysla
endopeptidaza, ktorda sa nachaddza najmid v zalidoCnej S§tave stavovcov, ale je
identifikovatelny aj v ludskej semennej plazme ¢i v nadorovom tkanive prsnika.
Gastrincin ma vel'mi podobnu 3pecificitu ako pepsin, aj ked s nejakymi odchylkami.
Tvori sa v prostate ajeho funkcia spociva hlavne v degradacii proteinov semenne]
plazmy, aby sa zabranilo imunogénnym reakciam (Tang, 2013).

Niemann- Pick C (NPC) intracelularny transportér cholesterolu funguje uz ako
z ndzvu vyplyva ako transportér cholesterolu v ramci bunky. Posobi spolo¢ne s proteinom

NPC 1 aje dolezity pri uniku cholesterolu z kompartmentu lyzozoému. PrenaSa
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neesterifikovany cholesterol uvol'neny z liopproteinov s nizkou hustotou (LDL) v luméne
neskorych endozomov alebo lyzozémov, s tym ze sa naviaze na vdzobné miesto pre
cholesterol v N - terminalnej doméne NPC (https://www.nextprot.org//).

cDNA FLJ53478, ktory je velmi podobny s proteinom viazicim galektin 3 ma
aktivitu vo vychytavani receptorov (https://www.uniprot.org).

Dalsim najdenym proteinom s vysokou abundanciou bola izoforma 3 mesotelinu.
Mesotelin je glykoproteinom ukotvenym k povrchu. Exprimuje sa vo vajickovode ale aj
v mnohych d'alSich I'udskych tkanivach (https://www.uniprot.org) Tam sa exprimuje
v obmedzenom mnozstve, ale jeho abnormalna expresia bola zaznamenana
v rakovinovych bunkach vajeénikov ako aj v adenokarcinome dalSich organov
(Muminova et al., 2004).

Dalsim proteinom je keratin typu 1, cytoskeletalny protein, ktory je aktivny
v heterodidimerizacii  proteinov. Taktiez tvori zékladnu zlozku pokozky
(https://www.uniprot.org). Keratinové proteiny maju funkciu v ochrane buniek epitelu
pred mechanickym anemechanickym stresom. Pred touto S§tidiou vSak nebola
zaznamenana ziadna, ktora by objastiovala vztah tychto proteinov k reprodukecii (Pérez-
Patifio et al., 2018).

Protein tkaniva semennikov Li 61m4 funkciu pri vyvoji chondrocytov, jeho uloha
je vyznamna pri endochrondalnom raste kosti a taktiez poskytuje odpoved na zapal
v organizme. Negativne reguluje signalnu drahu sprostredkovanu cytokinmi a podiela sa
aj na regulacii mineralizacie kosti (https://www.uniprot.org )

Keratin 1 by mohol mat’ uloh pri regulacii aktivity kinaz ako napriklad PKC
(proteinkindza C) a SRC (nereceptorova tyrozin kindza) prostrednictvom vazby na
integrin beta-1 a receptor aktivovanej protein kinazy C (RACK 1) (www.uniprot.org). Ma
katalyticku a receptorovu aktivitu, dokaze viazat proteiny a taktiez funguje ako
Strukturna molekula. Mdze spdsobit’ bunkovu smrt, ale taktiez ma funkciu v biogenéze
a organizacii buniek. Posobi aj pri proliferacii buniek (Yeung et al, 2022).

Poslednym z tejto skupiny 20 proteinov bol cystatin C, ktory inhibuje protedzy
cysteinu. Domnieva sa, Ze tento protein by mohol plnit’ dolezitu fyziologicku funkciu ako
lokéalny regulator aktivity tohto enzymu (www.uniprot.org). Reguluje proteazy
vylucované alebo unikajice z lyzozomov umierajucich alebo chorych buniek. Takisto
znizuje invazivnost melanémov, Co je proces zavisiaci od degradacie proteinov

extracelularnej matrix (Newman, 2002).
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Pre vytvorenie uplného porovnania medzi obStrukénymi a neobsStrukénymi
azoospermikmi je potrebné precistit a odmerat’ na HPLC-MS vSetky vzorky, aby sme
mohli analyzovat’ rozdiely v semennej plazme medzi tymito dvoma typmi azoospermie.
Taktiez je dolezité hlbsie prestudovat’ funkcie proteinov, najma takych, ktoré ovplyviuju
tvorbu a prenos spermii, aby bolo mozné identifikovat také proteiny, ktoré by potencialne

mohli sluzit’ ako biomarkery pri diagnostike azoospermie.
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6 ZAVER

Hlavnym cielom tejto prace bolo porovnanie dvoch typov azoospermie - obstrukéne;j
a neobstrukénej z hladiska zlozenia protedbmu semennej plazmy pacientov s tymto
ochorenim. Funkcia semennej plazmy spociva v transporte spermii. Semenna plazma
obsahuje predovSetkym sekréty z prostaty a semennych vezikal. Vzajomna interakcia
spermii a semenne] plazmy vyustuje vo vizbu medzi proteinmi semena a povrchom
spermii, o modze spOsobit prestavbu membrany a ovplyvnit transport a prezivanie
spermii (Druart et al, 2018). Ked'ze azoospermia sa diagnostikuje prevazne biopsiou
semennikov, ktora je vel'mi invazivnou metddou, tato interakcia a Studovanie protéomu
semenne] plazmy by mohli zredukovat potrebu vykonavania biopsie aumoznit
diagnostiku spdsobom skiimania proteinov semennej plazmy.

P&vodnym ciel'om tejto prace bolo analyzovat vzorky od troch skupin muzskych
darcov- normozoospermikov, azoo - vazektomikov a kryptozoospermikov. Najprv sme
zistili koncentraciu proteinov nachadzajucich sa v jednotlivych vzorkach. Najmenej
proteinov obsahovala vzorka zo skupiny kryptozoospermikov. Mézeme konstatovat’, ze
v ramci jednotlivych skupin obsahovali vzorky podobny pocet proteinov, az na jednu
vzorku, v ktorej mnozstvo proteinov bolo o polovicu mensie nez vo vzorke s najvyssim
poctom proteinov. Na zédklade zmeranej koncentracie proteinov v jednotlivych vzorkéach
sa vybrali dve, s ktorymi sa d’alej pracovalo. Metddou Stiepenia na filtri podstupili tieto
vzorky digesciu trypsinom Pomocou metédy BCA sme urcili koncentraciu peptidov
v tychto vzorkach.

Z dovodu namerania zaporne] koncentracie peptidov v jednej z tychto vzoriek,
podstupila meranie na HPLC - MS len jedna vzorka. V tejto vzorke sa nam podarilo
pomocou Statistickej analyzy najst’ 287 proteinov. Zistilo sa, ze niektoré z najdenych
proteinov mali vplyv na viaceré parametre spermii ako aj na ich spravnu funkciu a prenos.
Z Casovych dovodov sa nam vsak nepodarilo precistit’ d’al§ie vzorky a urcit proteiny
v nich pritomné pomocou merania na HPLC -MS. Pre vytvorenie ucelené¢ho porovnania
medzi obStrukénymi a neobStrukénymi azoospermikmi bude potrebné zmerat
zostavajuce vzorky aidentifikovat proteiny majuce vplyv pri azoospermii, aby bolo
vyhodnotenie protedmu semennej plazmy medzi tymito dvoma skupinami

azoospermikov relevantné.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

AA
ABC
AcN
AGR
BCA

BSA
BSP
ECM 1
FN1

Fn-2 proteiny

FSH
GAG
GnRH
hCG
HDL
HGH
hMG
HPLC

IAA

ISCI

LDL

LH

Lys-C
microTESE
MS

NPC

PKC

rFSH

RACKI1

Kyselina octova
Hydrogenuhlicitan amonny
Acetonitril

Gén androgénneho receptora
Bicinchoninic acid assay; metoda stanovenia
kocnetracie proteinov pouzitim kyseliny

bicinchoninove;j

Bovine serin albumin;hovédzi sérovy albumin

Hoviadzi protein semennej plazmy
Protein extracelularnej matrix 1
Fibronektin

Proteiny s doménou fibronektinu typu II
Folikulo-stimulacny hormén
glukozaminoglykan

Hormoén uvolnujuci gonadotropin
Choriovy gonadotropin

Lipoprotein s vysokou hustotou
Hypogonadotropny hypogonadizmus
Menopauzalny gonadotropin
High-performance liquid chromatography;
vysokoucinna kvapalinova chromatografia
Jodacetamid

Intracytoplazmaticka spermaticka injekcia
Lipopotein s nizkou hustotou
Luteiniza¢ny hormoén

Lysyl endopeptidaza

Mirkochirugicka extrakcia spermii zo semennikov

Mass spectromerty; hmotnostna spektrometria

Niemann- Pick C

Protein kinaza C

Ludsky rekombinantny folikulo-stimulacny
hormon

Receptor aktivovnanej proteinkinazy
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SEMGI1
SEMG?2
SRC

SRM assay

TEX101
UA

Semenogelin 1

Semenogelin 2

Receptorova tyrozin kinaza

Selected reaction monitoring assay; analyza
sledujuca vybrané reakcie

Protein exprimovany semennikmi 101

mocovina
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