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Uvod
U pfiblizn¢ 10 % neplodnych muzl byva nalezen konkrétni geneticky problém, jako naptiklad
chromozomalni abnormality ¢i rizné mutace v genech ovliviiujici spermatogenezi ¢i plodnost
obecné. Nalezeni genetické pticiny je pro dalsi postup v 1€¢bé neplodnosti klicové.
Diky testes specifické expresi a podilu na regulaci spermatogeneze se stal gen TSPY jednim

z kandidatt pro asociaci mezi zménami v genu a poruchami spermatogeneze.



1 UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1. CHROMOZOM Y

Chromozom Y je jednim ze dvou pohlavnich chromozomu (gonozomil) a patii k nejmensim z
nich v lidském genomu. Jeho pfitomnost, respektive genu SRY (Sex determining Region on
chromosome Y), uréuje muzské pohlavi jedince. Vzhledem k tomu, Ze se vyskytuje jen u
muzl, lze vyvodit, Ze geny zde pfitomné nejsou nutné pro Zzivotaschopnost organismu

(Skaletsky et al. 2003).

1.1.1. Historie a puvod chromozomu Y

Chromozom Y patfil jesté doneddvna k nejméné prostudovanym chromozomtim. V prvni
poloviné minulého stoleti se dokonce predpokladalo, ze tento chromozom nenese vibec
zadnou informaci a neni tudiz nijak vyznamny nebo Ze nese geny pro rizné kozni vlastnosti -
sucha Supinata kize, chlupaté usi a podobné.

V roce 1959 demonstrovali Jacobs a Ford na svych studiich Klinefeltrova a Turnerova
syndromu Ze Y chromozom nese kli¢ovy gen rozhodujici o pohlavi (Jacobs et al. 1959, Ford
et al. 1959). I pfes tento vyznamny objev byl stale pokladan za pusty, jinak nevyznamny
chromozom. V posledni ¢tvrtiné 20. stoleti se nakonec pomoci objevu PCR a
rekombinantnich technik podafilo odhalit strukturu chromozomu a tim i1 viceméné jeho
vyznam, ale vzhledem k jeho mnozstvi repetic a amplikon to nebylo snadné. Jeho prvni
molekularni mapu vytvotil v roce 1986 Vergnaud a jeho kolektiv.

Puvod chromozomu Y je tizce spjat s chromozomem X. Ony oba jsou ptivodem homologni
autozomy, jez se oddélily od ostatnich autozomia (Miller 1914, Ohno 1967, Bull 1983)
ptiblizn¢ pied 240 - 350 miliony let (Filatov 2005). Z autozomd vznikly gonozomy
postupnymi translokacemi autozomadlnich fragmentl a expanzi nerekombinantnich ¢asti na
proto-gonozomy, az nakonec doslo k zastaveni rekombinace mezi autozomy a gonozomy
(Filatov 2005). Motorem pro odd€leni chromozomu X a Y byla zfejmé ,,fenotypoveé vyhodna*

mutace.



1.1.2. Savéi gonozomy X aY

Prestoze maji gonozomy spolecny pivod a i nckteré geny, dnes jsou znacné odli$né.
Chromozom X je nositelem az 1000 genl s obecnymi i specializovanymi funkcemi (Ross et
al. 2005). Chromozom Y je daleko mensi, ma mezi 58 — 60 Mb a obsahuje uz jen ptiblizn¢ 45
gentt (Graves 2006). Sekvenovanim euchromatinovych oblasti bylo identifikovano 178
transkrip¢nich jednotek (Skaletsky et al. 2003), ale bylo odhaleno, ze fada z nich jsou jen
pseudogeny nebo amplifikované kopie (Graves 2006). A na rozdil od genti na chromozomu
X, jsou zde geny velmi specializované a to na hlavné na definici pohlavi, spermatogenetické
funkce ¢i plodnost.

Typickym znakem chromozomu Y je také pfitomnost mnoha repetic a amplikonii (Skaletsky

et al. 2003).

1.1.3. Diferenciace X a'Y chromozomu

Doslo k funkéni a strukturni divergenci kdysi homologniho genu SOX 3 (Sry-related HMG
Box 3) na chromozomu X a genu SRY na chromozomu Y. Po ustanoveni genu SRY jako
determinanty pro muzské pohlavi, se chromozom Y osamostatnil (Graves 1998). Ziejmé kvili
stale mensi rekombinaci s X chromozomem a také kumulaci a udrzeni pro muze vyhodnych
sekvenci zacalo dochazet k degeneraci chromozomu Y. Indukci degenerace byly mutace a
delece v nerekombinantni ¢asti (Graves 2006). Prvnim, kdo tento proces odstartoval, byl

praveé gen SRY (Bachtrog a Charlesworth 2001).

1.1.4. Struktura Y chromozomu

Chromozom Y obsahuje asi 60 Mb.

Heterochromatin se vyskytuje celkem ve tfech castech. Nejvétsi ¢ast je kondenzovana
Vv distalni oblasti dlouhého raménka (Y(Q12). Tento usek je vysoce polymorfni a dlouhy asi 30
Mb (Tilford et al 2001). Jeho délka neni konstantni, tvofi polovinu az dvé tfetiny dlouhého
raménka (Huynh et al. 2002). Usek je tvofen predev§im vysoce repetitivnimi genovymi
rodinami DYZ1 a DYZ2 (Amplified DNA fragment on Y chromosome). Druha oblast
heterochromatinu se nachazi v oblasti centromery a jeden maly heterochromatinovy ostrivek
ve stfedni ¢asti dlouhého raménka.

Transkripéni aktivita byla zjisténa pouze u euchromatinovych sekvenci. Bylo identifikovano
156 transkripénich jednotek, pii¢emz je kodovano minimalné 27 proteint. Rada z nich je
produktem genovych ¢asto multikopiovych rodin, kterych je celkem 24 (Skaletsky et al.
2003).



Z hlediska rekombinovatelnosti a podobnosti jednotlivych sekvenci a pivodnosti jej lze

rozdélit na dvé zakladni ¢asti:

1/ Pseudoautozomalni oblast se vyskytuje ve skute¢nosti na dvou mistech chromozomu, a to
na koncich kratkého a dlouhého raménka. Oznacuji se jako PAR 1 a PAR 2
(PseudoAutosomal Region). Piedstavuji piiblizné 5 % chromozomu. Hlavnim znakem, jimz
se lisi od celého zbytku chromozomu, je rekombinace s chromozomem X.

PAR 1 je lokalizovéna na konci kratkého raménka, ma 2,6 Mbp a obsahuje uvnitt 24 gend,

Z toho u 16 z nich je znama funkce (Mangs et al. 2007):

ASMTL
CD99
CRLF2
CSF2RA
SFRS17A
DHRSXY
GTPBP6
IL3RA
P2RY8
PLCXD1
PPP2R3B
SHOX
SLC25A6
XG
ZBED1

0 0O 0O 0O 00 oo O o o0 o0 o o o

Koduji naptiklad antigeny monoklondlnich protilatek, oxidoreduktazy, katalyzatory syntézy
melatoninu  a dal$i (Mangs et al. 2007, Marschall Graves 2000, Gelin et al. 1989,
Gianfrancesco et al. 2001, Slim et al. 1993, Yi et al. 1993).

PAR 2 obsahuje cCtyfi geny, které maji své kopie na chromozomu X. Tyto geny jsou
pfenaSeny do dalSich generaci jako autozomalni geny. VétSina znich jsou neaktivni

pseudogeny (Mangs et al. 2007, Ciccodicola et al. 2001, Marschall Graves 2000).

SPRY3

SYBL1

ILOR

CXYorfl (resp. WASH6P)

o O O O O
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Parovani chromozomt X a Y a jejich rekombinace mezi jejich pseudoautozomalnimi regiony
se zdaji byt pro normalni vyvoj muzské meidzy nezbytné. U bunék, kde nedochazi k XY
rekombinaci, se nepodaii dokonéit meidzu. Strukturdlni a genetické odchylky mezi
pseudoautozomalni regiony chromozomu X a Y mohou narusit parovani a rekombinaci a
mohou tak zpusobit muzskou neplodnost (Mangs et al. 2007).

Gen SHOX (Short stature homeobox gene) v PARL1 je ¢asto spojovan s nékterymi poruchami
u lidi (Blaschke et al. 2006).

2/ MSY oblast (Male Specific region on Y) vesla dfive ve znadmost jako ,,nerekombinantni*
oblast NRY (non-recombinant region in Y) (Skaletsky et al. 2003). Ale pravé studie Skaletsky
(2003) ukazuje, ze dochazi k rekombinaci i v této oblasti. Proto byla pfejmenovana na ,,male-
specific region® (MSY) (obrazek ¢. 1).

Obrazek ¢ 1 — Oblast MSY (male specific region on Y), prevzato od Skaletsky et al. 2003

f Male-specific region

a Yp L) Z| | [z 27224 YA
P_.—". .lcer" 7 ST
l [l 24 I ] . . ]
- 1 Mb
[ X-transposed CJ Ampliconic [ Pseudoautosomal
[0 X-degenerate Heterochromatic [ Other

Geny v euchromatinové MSY oblasti lze rozd¢lit podle nékolika kritérii. Nejdiive se geny
v MSY rozdélovaly podle mista exprese na ty, jeZ se exprimuji ve vSech tkanich a ty, jeZ jsou
exprimovany pouze v testes (Lahn et al. 1997).

Rozdéleni dle H. Skaletsky (2003) je zalozeno spiSe na podobnosti sekvenci, ktera je navic
mezi sekvencemi na chromozomu Y opravdu vyjimecné vysokd. Geny jsou rozdéleny do tii

trid:
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1/ X-transponované — jsou zde pouze dva geny s vysokou podobnosti (99 %) se svymi
homology na chromozomu X (Yq21). Pivodné byla tato oblast pfenesena z chromozomu X a
byla rozdélena inverzi na dv¢.

2/ X-degenerované - obsahuji pouze jednokopiové geny nebo pseudogeny, homologni
s n¢kterymi geny na chromozomu X, s nimiz vykazuji 60% az 96% podobnost. Patii sem 12
gend. S vyjimkou SRY se vSechny exprimuji v riznych tkanich, SRY pouze v testes.

3/ Amplikonové — ptedstavuji 30 % euchromatinu v MSY oblasti a jsou rozdéleny do 7
oblasti, které jsou lokalizovany na kratkém i dlouhém raménku s celkovou délkou 10,2 Mb.
Amplikonové sekvence vykazuji ze vSech 3 tfid nejvyssi hustotu gend, at’ kodujicich ¢i
nikoliv. Jedna se o multikopiové geny, které tvoii genové rodiny. Pocet kopii je rdzny
(Skaletsky et al. 2003).

Naptiklad gen ZFY ma jednu kopii, geny VCY, XKRY, HSFY nebo PRY maji dvé kopie,
BPY2 i1, CDY a DAZ ¢tyii kopie a gen TSPY 35 — 40 kopii.

Rodiny uvnitf vykazuji nejvyssi stupenn podobnosti ze vSech tfech tfid MSY oblasti, az 99 %.
Bylo identifikovano devét MSY specifickych genovych rodin, které zahrnuji pfiblizné 60
transkripénich jednotek. Tyto genové rodiny jsou téméf vyhradné exprimovany ve varlatech.
Kromé vysoké sekvenéni podobnosti v genovych rodindch jsou i typickym znakem
amplikonovych rodin palindromy. Jsou dlouhé 9 kb az 1,45 Mb a mivaji uprostied tzv.
mezernik. Diky vysoké podobnosti mezi nimi, dochéazi ke genové konverzi (Skaletsky et al.
2003, Rozen et al. 2003).

Jednim z dalSich moznych rozdéleni genti v MSY oblasti je podle Lahna a Page (1999), ktefi
rozd€luji geny homologni s X chromozomem do Ctyi skupin v zavislosti na X/Y divergenci.
K té dochazelo ve ctyfech evolucnich vrstvach, kde kazda méla jinou miru divergence

(Filatov 2005).

1.1.5. Degenerace chromozomu Y

Pied 300 miliony lety nesl chromozom Y pies 1400 genti a za tuto dobu drtivou vétSinu z nich
ztratil. Nyni je jich aktivnich jen 45 (Marshall Graves 2000). Kvili tak malé odolnosti vuci
degenera¢nimu evolu¢nimu tlaku uz jej néktefi autofi, zabyvajici se chromozomem Y, ve
svych &lancich oznaduji dokonce nelichotivé jako ,,wimpy“* (Marshall Graves 2000, Halley
2003).

! Cesky slaboch, cheipacek.
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Porovnanim pohlavnich chromozomi u rtiznych taxont se ukdzalo, Ze gen SRY se vyskytoval
uz na piredkovi chromozomu Y, tzv. proto-Y. Nerekombinantni ¢ast zfejmé& zacala mutovat,
deletovat a rozsitovat se diky ,,napadeni repetitivnimi elementy. Tato ¢ast uz neni dale
schopna rekombinace sbyvalym partnerem. Geny poté dal mutovaly a byly inaktivni
(Marshall Graves 2000).

U savcl navic existuje celd fada faktorti, jez plisobi proti heterogametickym gonozomum.
Naptiklad vysoky pomér mutaci a nepfiméfenad selekce nerekombinantnich chromozomd.
Bunky spermatogonii prodélavaji daleko vice d€leni nez oogonii, tudiz je zde i vétsi

pravdépodobnost chyby (Aitken a Graves 2002, Graves 2006).

1.1.6. Mechanismy zachovani Y chromozomu

Prvnim mechanismem je jiz zmifovany crossing-over mezi chromozomem X a
rekombinantnimi (pseudoautozomalnimi) oblastmi PAR 1 a PAR2 chromozomu Y.

Druhym je Y-Y genova konverze. Jedna se o nereciproky transfer genetické informace
Z jednoho DNA duplexu na druhy a predstavuje pro chromozom Y jakési evolucni ,,eso
v rukévu®. Palindromové sekvence jsou soucasti funkcnich gent se specifickou expresi,
zatimco jiné nefunkéni kopie na chromozomu jsou umistény nahodné (Rozen et al. 2003).
Genova konverze je u chromozomu Y casta asi tak, jako crossing-over u autozomd.

Tento jev byl zfejmé nejvice prostudovan u hub (Skaletsky et al. 2003, Rozen et al. 2003).

13



1.2. NEPLODNOST

1.2.1. Neplodnost, definice

Neplodnost je definovana jako neschopnost dosahnout otéhotnéni pii nechranéném pohlavnim
styku a to po dobu jednoho roku (WHO Manual for the Standardized Investigation, Diagnosis
and Management of the Infertile Male, Cambridge 2000).

Neplodnost je délena do dvou kategorii:

Primarni neplodnost - nedochazi k poceti pti nechranéném pohlavnim styku po dobu jednoho

roku.

Sekunddrni neplodnost - po dobu jednoho roku nechrdnéného pohlavniho styku nedoslo

k otéhotnéni, prestoze v minulosti k oplodnéni doslo.

Epidemiologie

Neplodnost je celosvétovy problém, ktery postihuje pomérmné velkou ¢ast populace; je to 13-
18 % (Greenhall a Vessey 1990, lammarrone et al. 2003). Ptiblizné 25 % part nedosahne
otéhotnéni béhem jednoho roku, ale jen 15 % z nich vyhleda lékatskou pomoc (Kubicek

2008).

1.2.2. Pficiny

Dftive se ptedpokladalo, ze neplodnost je zensky problém, obzvlast pokud u muze probihala
ejakulace standardnim zptisobem. Dnes uZ vime, Ze infertilita postihuje téméf stejnym dilem
muze i Zeny.

Podle WHO (World Health Organization) je az u 33 % part pfi¢inou neplodnosti samotny
muzsky faktor, v 25 % zensky faktor a oba faktory soucasné u 20 % pari. To znamena, Ze
muzska neplodnost mize za neplodnost az u 53 % part (WHO Manual for the Standardized
Investigation, Diagnosis and Management of the Infertile Male, Cambridge 2000).

V piipadé, Ze se jednd pouze o sniZzenou plodnost, hledaji se feSeni snadnéji. SniZzena plodnost
u muzli byva nasledkem nékolika faktorh: vrozené ¢i ziskané kongenitalni ¢i urogenitalni
abnormality, genetické abnormality, urazy, infekce, poruchy endokrinniho systému ¢i
imunologicka nekompatibilita (WHO Manual for the Standardized Investigation, Diagnosis
and Management of the Infertile Male, Cambridge 2000).

14



Pri¢iny muzské neplodnosti 1ze rozdé€lit na vrozené a ziskané.

Mezi vrozené patii napiiklad vrozend porucha tvorby gonadoliberinti (pf. Kallmaniv
syndrom), genetické poruchy diferenciace gonad, mutace receptoru pro androgeny, poruchy
enzymu pii tvorb¢ testosteronu, cysticka fibroza a dalsi.

Ziskanymi pfi¢inami neplodnosti byvaji Casto nesestoupléd testes, varikokéla, urazy Sourku,
infekce a poskozeni zarodecného epitelu, pohlavni nemoci, nddorovd onemocnéni, radiace,

cirhdza jater.

1.2.3. Diagnostika muzské neplodnosti

Pro diagnostiku muzské neplodnosti je jednim z nezbytnych vysetieni analyza spermiogramu
— standardizované vySetfeni ejakulatu. Je posuzovan dle manualu WHO (WHO Manual for
the Standardized Investigation, Diagnosis and Management of the Infertile Male, Cambridge
2000).

Tabulka ¢. 1 — Prehled standardnich hodnot analyzy ejakulatu podle kritérii WHO z roku
1999:

Objem >2,0 ml
pH 7,0-8,0
Koncentrace spermii > 20 miliont/ml

Celkovy pocet spermatozoi | > 40 miliont/ejakulat

Motilita > 50 % s progresivni motilitou nebo 25 % s rychlou motilitou

do 60 minut po ejakulaci

Morfologie > 14 % normalniho tvaru a formy*

Viabilita > 50 % spermatozoi

Leukocyty < 1 milion/ml

IBT <50 % spermatozoi s adherujicimi partikulemi
MAR test** <50 % spermatozoi s adherujicimi partikulemi

* hodnoceni podle Krugerovych a Menkfeldovych kriterii

** smiSend antiglobulinova reakce
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Obrdzek ¢. 2 - Spermie

Na zékladé téchto parametrii se nejcastéji rozlisuje:

Oligospermie — méné nez 20 miliont spermii/1 ml ejakulatu

Astenospermie - méné nez 50 miliont motilnich spermii/1 ml ejakulatu

Teratospermie — méné nez 14 % normalniho typu spermii

Azoospermie - méné nez 1 milion spermii/1 ml ejakulatu (WHO Manual for the Standardized
Investigation, Diagnosis and Management of the Infertile Male, Cambridge 2000).

Provadi se téZ vySetfeni hormont ¢i genetické vySetieni (urologickelisty.cz/pdf/ul.07/05/01),
a to bud” cytogenetické (chromozomové aberace) nebo molekularné genetické (cysticka

fibroza, delece v oblasti AZF — azoospermicky faktor).
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1.2.4. Muzska neplodnost a jeji genetické pri¢iny

1.2.4.1. Genetika neplodnosti

Dle Diemera a Desjardinse (1999) je az 30 % muzské neplodnosti oznaceno jako idiopaticka
infertilita; tedy bez znamé piiCiny. Na zdklad¢ rekombinantnich DNA technik bylo zjiSténo,
ze velkd ¢ast znich souvisi s geny na pohlavnich chromozomech. Predpoklada se, ze
spermatogenezi reguluje az 150 gend, znichz je vétSina na autozomech, asi 30 na
chromozomu Y (Wang et al. 2004).

Ukolem autozomalnich genli pro spermatogenezi je spise regulace metabolickych procesti
v somatickych i1 spermatickych bufnikach. Geny na chromozomu Y do obecnych funkci
lidského téla prakticky nezasahuji, vyznam maji ale pravé pro reprodukéni procesy jako je
spermatogeneze (Diemer a Desjardins 1999).

Poruchy mohou byt na chromozomalni ¢i molekularni trovni.

1.2.4.2. Chromozomalni aberace

Aberace na cytogenetické trovni jsou bud’ numerické (monozomie, trizomie) ¢i strukturni
(ring chromozom, translokace, inverze) a dochazi k nim na zakladé meiotické nondisjunkce
zarode¢nych bunék.

Na rozdil od numerickych aberaci gonozomi, kde nebyva ziejmy patologicky nalez (kromé
monozonie X), u autozomd znamenaji Casto tézké defekty (malformace srdce a plic, mentalni
retardace, mikrocefalie a dalsi) se Spatnou prognézou (Diemer a Desjardins 1999).

U strukturnich aberaci je vzdy zasadni otazkou, zda je translokace balancovana. Jsou znamy
nebalancované strukturni aberace, zapfiCinujici chyby v promotorech ¢i supresorech a

nasledné poruchy spermatogeneze (Nieschlag et al. 1997).

1.2.4.3. Autozomalni aberace

Infertilni muzi maji 4 az 10krat Castéji autozomalni translokace nez fertilni jedinci. NejCastéji
jsou to rizné pericentrické (obsahujici centromeru) inverze u chromozomu 1, 3, 5, 6, 9, 10 a
21 (Chandley et al. 1975, Elliott a Cooke 1997).

Bylo popsano pfiblizn¢ 20 balancovanych ¢i nebalancovanych translokaci na autozomech, jez
jsou spojené s poruchami spermatogeneze (Diemer a Desjardins 1999).

Zastaveni spermatogeneze bylo zatim prokdzéano jen u inverzi na chromozomu 1 (Meschede
et al. 1994). Infertilita je zde zptisobena poruchami pfi vytvafeni synaptonemalniho komplexu

v ¢asném pachytene ve spermatogenezi (de Perdigo et al. 1991, Guichaoua et al. 1992).
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Syndrom Noonanové

Jedna se o kongenitalni poruchu postihujici obé pohlavi s incidenci 1 ptipad na 1000 az 2500
narozenych. Jde o autozomalné¢ dominantni onemocnéni s variabilni  expresi

(http://emedicine.medscape.com/article/947504-overview).

U vétsiny ptipadl byla popséana jako pfi¢ina onemocnéni mutace v genech PTPN11 (50 %),
SOS1 (10 %), RAF1 (3-17 %) a KRAS (1 %), jez patii do skupiny RAS/RAF/MEK/ERK —
signalnich drah, kter¢  jsou dalezitym regulatorem bunécného rustu

(http://emedicine.medscape.com/article/947504-overview).

Hlavnimi znaky tohoto onemocnéni jsou kratkd postava, zky hrudnik, hypoplastické plice a
kongenitalni abnormality srdce, poruchy srazlivosti krve, hypogonadismus, kryptorchidismus.
Prognodza u postizenych déti neni piizniva, umiraji ¢asto v prvnich mésicich zivota (Diemer a

Desjardins 1999).

Kartagenerav syndrom

Jde o autozomaln€ recesivni onemocnéni. Patfi mezi tzv. primdrni cilidrni dyskineze.
Konkrétni pfi¢ina tohoto syndromu zatim neni zcela objasnéna, ackoliv uz bylo potvrzeno, Ze
odpovédny gen se nachazi na chromozomu 15 (oblast 15924-25) (Geremek et al. 2006).

Pacientim chybi protein Dynein, jez spojuje triplety mikrotubulli v axonem¢. Bez néj se
nemohou cilie sprdvné pohybovat. PostiZen je pfedevSim respiracni trakt a bicik spermii
(nepohyblivost spermii). Pacienti casto trpi chronickou bronchitidou a recidivujici
bronchopneumonii, chronickymi sinusitidami a situs viscerum inversus (vnitini organy jsou
v téle zrcadlové prevraceny), defekty ledvin a srdce, poruchami spermiogeneze ¢i anosmii

(Eliasson et al. 1977, Carson a Collier 1988, Geremek et al. 2006).

1.2.44. Gonozomalni aberace

Postihuji chromozomy X a Y.

U chromozomu X je muZsk4 neplodnost zpiisobena malymi delecemi ¢i nebalancovanymi
translokacemi. U Zen jsou tyto aberace kompenzovany na druhém chromozomu X. (Diemer a
Desjardins 1999).

Bylo zjisténo, ze na dlouhém raménku chromozomu Y je minimalné 15 gent (Lahn a Page

1997) a tada z nich je dulezita pro spravny pribéh spermatogeneze (Ma et. al. 2000).
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Klinefelteruv syndrom

Jde 0 jednu z nejbéznéjSich chromozomalnich aberaci, zptsobujici hypogonadismus a
neplodnost u muzi. Dusledkem meiotické nondisjunkce se do gamety k chromozomu Y
piidruzi i chromozom X. Dv¢ tfetiny postizenych jedinci maji nadpocetny chromozom X od
matky, jedna tietina od otce (Diemer a Desjardins 1999).

Klinickymi znaky je vyss§i postava, oblé boky, gynekomastie, maléd varlata, neplodnost.

(Diemer a Desjardins 1999).

Kallmanntv syndrom

Jedna se o ,,de novo* mutaci vgenu KAL-1 na Xp22.3, jenz koéduje anosmin-1. Je
exprimovan v mozku, facidlnim mezenchymu, meta a mesonefronech. Je dilezity pro
promotorovou migraci gonadoliberinli v neuronech z ¢ichovych nervii do hypotalamu.

Znaky onemocnéni jsou mald postava, anosmie a mentéalni retardace, hypogonadotropni

hypogonadismus (Diemer a Desjardins 1999).

Supermale syndrom

Jde o podobny funkéni problém jako u Klinefelterova syndromu. Pfi muZské meidze se
v disledku nondisjunkce do pohlavni buniky dostanou dva chromozomy Y. Po oplozeni je
tedy jeden chromozom Y nadpocetny. Disledky nondisjunkce ale nejsou nijak vazné. Télesny
vyvoj probihd zcela standardnim zpisobem, hladina testosteronu je rovnéz fyziologicka.
Plodnost téchto muzi bud’ neni postizena viibec nebo je jen mirné snizena (Diemer a
Desjardins 1999).

V jejich psychickém a piedevs§im kognitivnim a behavioralnim vyvoji vSak byly popsany jisté
odchylky. Chlapci maji rizné poruchy uceni, horsi slovni zdsobu a vyjadfovani. Rovnéz po
urc¢itou dobu pretrvaval nazor, Ze maji tito muzi sklon k agresivnimu chovani a probihal
dokonce vyzkum na muzich ve vykonu trestu. Tato hypotéza byla ovSem vyvracena.

(Milunsky a Maher 2004, Nussbaum et al. 2004).

Aberace na chromozomu Y

Nejcastéji dochéazi k translokacim mezi chromozomem Y a autozomy 1, 3 a 11 a tyto

translokace postihuji spermatogenezi (Diemer a Desjardins 1999).
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Reverzni (obracené) pohlavi (Sex Revers)

Tento jev postihuje pfiblizné 2 % neplodnych muzi (Nieschlag et al. 1997). Pfi¢inou je
translokace genu SRY. Tento gen rozhoduje o tom, jakého pohlavi bude dité. Je specificky
pro muze.

Pokud dojde k translokaci genu z chromozomu Y na chromozom X, vyviji se vétSinou
fenotypoveé muz, ackoliv je jeho karyotyp 46,XX.

Gen SRY je exprimovan v podpurnych buikéach nediferencovanych testes. Diky nému se
diferencuji v Sertoliho bunky (http://biol.If1.cuni.cz/ucebnice/pohlavi.htm).

SRY pusobi rovnéz na gen Sox9 (SRY-related high-mobility group [HMG] box 9). Mutace
tohoto genu vyvolavaji kampomelickou dysplazii - karyotyp 46,XY je spojen s Zenskym
pohlavim a s dysplazii skeletu (Sox9 je také nezbytny pro vyvoj chrupavky)
(http://biol.If1.cuni.cz/ucebnice/pohlavi.htm).

Gen SRY neni exprimovan jen ve varlatech, ale i v mozku. Konkrétné byl nalezen v
substantia nigra, kde zvySuje expresi tyrosin hydroxylazy, enzymu potiebného pro tvorbu
dopaminu. Pokud se u mysi exprese Sry v substantia nigra "vypne", dojde u zvitat k rozvoji
pfiznakli Parkinsonovy choroby. Zavislost syntézy dopaminu na SRY u muzi by mohlo
vysvétlit jejich veétsi ndklonnost ke vzniku Parkinsonovy choroby. U Zen je substantia nigra
patrné¢ mensi (potvrzeno u mysi - rozdil 20 %), ale syntéza dopaminu je fizena jinak a je

patrn¢ stabilngjsi (http://biol.If1.cuni.cz/ucebnice/pohlavi.htm).

1.2.45. Delece v AZF oblasti

Ptestoze se uz diive védé€lo, ze delece na chromozomu Y mohou poskozovat spermatogenezi
(Chandley a Edmond 1971, Tiepolo a Zuffardi 1976, Maeda et al. 1976), trvalo dlouho, nez
byly ony oblasti ¢i geny na chromozomu Y popsany (Ma et. al. 2000).

U azoospermickych muzi byly na v heterochromatinové ¢asti velkého raménka chromozomu
Y nalezeny rozséahlé delece. Piedpokladalo se tedy, ze prave zde lezi gen nebo geny, nezbytné
pro muzskou plodnost (Vogt et al. 1996, Vogt 2004). Mikrodelece v euchromatinu na
chromozomu Y byly popsany u infertilnich i fertilnich muzd. U infertilnich se vyskytuji
Castéji. Vznikaji ziejmé jako de novo mutace (delece) v ramci jednoho chromozomu
(Chandley 1998, Repping et al. 2002).

Euchromatin v téchto oblastech obsahuje geny dulezité pro spravny prubéh spermatogeneze a
defekty mohou zplsobovat poSkozeni ¢i zastaveni spermatogeneze (Ma et al. 2000).
Nejznaméjsi takova oblast byva oznacovana jako azoospermicky faktor AZF (obrazek ¢. 3)

(Biihler 1985). Byly popsany 3 dele¢ni oblasti AZFa, AZFb a AZFc a u kazdé z nich i s tim
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souvisejici konkrétni postizeni spermatogeneze (Chandley 1998). Bylo rovnéz zjisténo, ze

oblasti AZFb a AZFc¢ se ¢astecné piekryvaji (Repping et al. 2002, Ali a Hasnain 2002).

Nejcastéji se vyskytuji mikrodelece v oblasti AZFc (diive KLARD) (Yql1.23) (Vogt et al.
1996).

Jeho velikost se odhaduje na 3,5 Mb (Kuroda-Kawaguchi et al. 2001, Repping et al. 2002).
AZFc obsahuje geny, regulujici spermatogenezi. Delece této oblasti ma za nasledek
nedostatek zarodeénych bunék a ,,syndrom pouze Sertoliho bunék®, protoze geny z tohoto
regionu se podili na celém procesu zrani postmeiotickych zarodecnych bunck (Vogt et al.
1996). Oblast je tvofena jiz zminénymi palindromovymi sekvencemi s extrémné vysokou
sekvenc¢ni podobnosti (Kuroda-Kawaguchi et al. 2001).

V AZFc jsou jen multikopiové geny. Patii sem DAZ (Deleted in Azoospermia) — obsahuje
geny, jez reguluji vstup spermatocytu do meiodzy, SPGY (SpermatoGenesis on Y), dale CDY,
PRY, RBM, TTY1, TTY a dalsi (Ma et. al. 2000, Ferlin et al. 2003).

DAZ - Zpocatku se predpokladalo, ze se jedna o jednokopiovy gen (Reijo et al. 1995), ale dalsi
studie odhalily, Ze se jednd o multikopiovou genovou rodinu s nejméné 7 kopiemi
uspofddanymi v distalnim intervalu 6 (Saxena et al. 1996). Autozomalni gen homologni s DAZ
leZi na chromozomu 3p25 a byl pojmenovan DAZL1 (Deleted in azoospermia-like), u mysi je
na chromozomu 17 a nazyva se Dazll (Kent-First et al. 1999, Bryan 1977, Johnson a Hunt
1971). Pvod z rodiny DAZ se odvozoval od jeho autozomalniho ptedka, jez vznikl transpozici
a amplifikaci (Saxena et al. 1996). Stejné¢ jako DAZ, i DAZLI1 a Dazll je cytoplazmaticky
protein exprimovany vyluéné v testes a ovariich. Proteiny lidského DAZ byly nalezeny ve
zralych spermatidach a bicikach spermii (Reijo et al. 2000, Habermann et al. 1998).

U mysi bylo prokazéano, Ze ztrata tohoto genu vede ke sniZenému poctu zarode¢nych bun¢k a
k zastaveni produkce gamet, jak u muzi, tak u zen. Bylo tedy nasnad¢ pokladat ho za gen
nezbytny pro spravny pribéh spermatogeneze (Ruggiu et al. 1997).

O samotném genu DAZ byly publikovany studie, kde naruseni DAZ - homologniho genu u
Drosophily, zvaného Boule, vedou u samci k zastavé meidzy (Eberhart et al. 1996) a u
znaného poctu oligo i azoospemikii byly nalezeny delece DAZ. To vedlo nakonec
k zavérim, ze se zfejmée jedna o nejlepsi kandidatni gen pro AZF (Reijo et al. 1995, Saxena et
al. 1996). A to presto, ze klinicky obraz jedincii s deleci DAZ kolisa od azoospermie az po
fertilitu (Vogt et al. 1996, Pryor et al. 1997).

AZFc delece jsou nejbéznéjsi znamou molekularné genetickou pticinou muzské neplodnosti,

a to napfi¢ populacemi (Vogt 1998). Piesto jesté neni jasné, zda tyto v testes vylucéné
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exprimované geny (Lahn a Page 1997, Vogt 1998), jsou nezbytné pro spravny prubch
spermatogeneze (Fernandes et al. 2002).

Driive se predpokladalo, ze testikularni patologie AZFc je zpusobena ztratou celé AZFc
oblasti (Vogt 1998). Fernandes et al. 2002 ve svych studiich ale dokazuje, ze delece
DAZ1/DAZ2 byva pticinou oligospermie podobné jako delece celé AZFc oblasti. Ferlin et al.
2005 uvadi, ze Gplna absence AZFc vede k azoospermii a naopak delece DAZ3/DAZ4 byla
pozorovana u fertilnich muza s normalnim spermiogramem.

Vzhledem k tomu, ze stejny typ deleci ma v kone¢ném disledku odlisny klinicky projev, lze
ptedpokladat, Ze se jednd o multifaktoridlni onemocnéni, kde dal$imi faktory mohou byt typ
populace, vék, imunogenetika a dalsi (Ma et al. 2000, Ferlin et al. 2005).

Nasly se také jisté shody s genovou rodinou RBM (Retinoblastoma tumor suppressor),

exprimovaného pouze v zarodecnych buiikach (Vogt et al. 1996).

SPGY - byl popsan Vogtem a jeho kolegy (Maiwald et al. 1996).

RBM — genovy produkt se pravdépodobné ucastni sestiihu (Cooke 1999), delece vétsiny jeho
kopii vede k abnormalnimu vyvoji spermii (Mahadevaiah et al. 1998). V japonské populaci se
napiiklad vibec nevyskytuje. V ostatnich populacich je velmi polymorfni (Nakahori et al.
1994).

AZFb - obsahuje SMCY, EIF 1AY — u vSech pacienti, kde doslo k zastaveni
spermatogeneze ve stadiu spermatocytu, byla nalezena delece AZFb lokusu (Vogt 2004).
Stejné jako u AZFc, i v lokusu AZFb jsou hlavni pfi¢inou deleci rekombinace mezi velkymi
homolognimi bloky, které jsou slozeny z rizn¢ repetivnich sekvenénich rodin. Velikost AZFb
se odhaduje na 6,2 Mb (Repping et al. 2002, Kuroda-Kawaguchi et al. 2001). Dele¢ni interval
AZFb jeste obsahuje velky blok s normalnim euchromatinem.

AZFa — dfive oznaCovany jako JOLAR - obsahuje USP9Y, DBY, UTY a dalsi (Ferlin et al.
2003, Vogt et al. 1996). Jeho velikost je 782 kb (Repping et al. 2002, Kuroda-Kawaguchi et
al. 2001). Jako hlavni pfi¢ina deleci tohoto lokusu byva uvadéna intrachromozomalni
rekombinace mezi specifickymi repetivnimi bloky HERV (Human Endogenous RetroViral)
(Blanco et al. 2000, Sun et al. 2000, Kamp et al. 2000).

Kent-First et al. v roce 1999 jesté dokonce popisuji dalsi AZF oblast mezi AZFb a AZFc, a to
AZFd.
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Celkem byly tedy popsany 4 kandidatni genové rodiny pro AZF. Jsou to:
RNA-Binding Motif (RBM) - (Ma et al. 1993)

Deleted in AZoospermia (DAZ) (Reijo R. et al. 1995)

Drosophila Fat Facets Related Y (DFFRY) (Brown et al. 1998)
Chromodomain Y (CDY) (Lahn a Page 1999)

Vzhledem k tomu, Ze az u 40 % neplodnych muzu je diagnostikovana idiopaticka infertilita
(nebyla  zjisténa  z4dna jiz popsana pfi¢ina  onemocnéni)  (Kretser 1997,

http://www.cochrane.org/reviews/en/ab005071.html 2006), je pomérné vyznamna cast

vyzkumu zaméiena na jesté¢ jiné molekularné genetické faktory, jez by mohly vnést svétlo do
této problematiky. Jedna se piedevSim o geny ovliviyjici spermatogenezi. Wang a kolektiv
(2004) zjistili, ze az 149 genti mlize ovliviiovat spermatogenezi a tudiz mutace v nich mohou
do zna¢né miry s muzskou infertilitou souviset. Jednim znich je gen TSPY, lezici na

chromozomu Y.
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Obrazek ¢ 3 — AZF oblasti na chromozomu Y. Prevzato od Lahn, Pearson a Jegalian (2001)
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1.3. TSPY

1.3.1. Gen TSPY

TSPY je na Y chromozom vazany testis specificky gen, jeden z prvnich identifikovanych
testis specifickych genti viibec (Skawran et al. 2005). Je pfitomen u vétSiny saved, hmyzu (s
vyjimkou motyli), plazii a dvoudomych rostlin. Skot mé naptiklad 50-200 kopii (Vogel et al.
1997), mys$i maji jen jednu kopii a ta je diky nonsense mutacim nefunkéni. O svou funkci ale
ptiSel mysi TSPY ziejmé teprve neddvno a to diky evoluci, protoze u vétSiny piibuznych
druht stéle jesté funguje (Vogel et al. 1997).

Lidsky TSPY je jednim z hlavnich pfedstaviteli proteinové rodiny TSPY/SET/NAPL (SET-
suppressor of variegation enhancer of zeste and Trithorax, NAP-nucleosome assembling
protein) (von Lindern et al. 1992, Vogel et al., 1998, Ozbun et al. 2001). Charakteristickym
znakem této rodiny je pfitomnost SET/NAP1 konzervované domény o velikosti asi 160
aminokyselin (Ishimi a Kikuchi 1991, Kido et al. 2008). Zajimavym faktem se ukazala
skuteCnost, ze je tato doména zainteresovana v regulaci bunécného cyklu a bunécné
diferenciaci (Chai et al. 2001, Canela et al. 2003), coz byla jedna z indicii v hledani
souvislosti mezi genem TSPY, regulaci spermatogeneze a nasmérovanim spermatogonii do
meidzy (Schnieders et al. 1996, Lau, 1999).

V ramci ontogeneze byl produkt TSPY detekovan uz ve 22. tydnu ve fetalnim varleti (Zhang
etal. 1992).

1.3.2. Organizace genu TSPY

TSPY je multikopiovy repetitivni gen o velikosti 2,8 kb, kde je kazda kopie vloZena do 20 kb
tandemov¢ repetivniho klastru DYZS, kde jedno vldkno koduje protein TSPY a to druhé
predstavuje transkripéni jednotku CYorfl16 (Manz et al. 1993, Skaletsky et al. 2003). Ackoliv
patii TSPY do tteti skupiny amplifikovanych genli s expresi ve varlatech, on sdm je mimo
palindromové sekvence (Skaletsky et al. 2003). Mnozstvi kopii je individuélni a pohybuje se
vétSinou v rozmezi 20 az 40 kopii. Pokud pocitdme i1 pseudogeny, miize to byt az 60 kopii
(Arnemann et al. 1987). Vétsina kopii je lokalizovana v oblasti Yp11.2 (obrazek ¢. 3). Dalsi
kopie jsou umistény na Yq11.23 (Schempp et al. 1995).

Podle charakteru a podobnosti sekvenci na Y chromozomu fadi Skaletsky et al. (2003) gen

TSPY do ,tfidy amplikont®. Jejich hlavnimi znaky je vysoky pocet repetic, multikopiovy
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charakter a vysoka podobnost mezi kopiemi, ktera dosahuje az 99 %. Gen TSPY je typickym
predstavitelem této tiidy (Skaletsky et al. 2003).

Divergence mezi funk¢nimi kopiemi se pohybuje od 1 % (Skawran et al. 2005) do 3 % (Manz
et al. 1993) a mezi funkénimi kopiemi a jejich pseudogeny je asi 10% (Manz et al. 1993,
Vogel a Schmidte 1998).

1.3.3. TSPY promotor

TSPY promotoru diive nebylo vénovano pfili§ pozornosti. Charakterizovat se jej pokusili
Tascou S. et al (2000) a Skawran B. et al (2005). Dle jejich vysledkd ma promotor 1,35 kb a
obsahuje dva 5’AACAAT 3’ shodné motivy na pozicich -218 a -632 pted zacitkem
transkripce.

Jadro promotoru bylo zjisténo v pozicich -159 az -1, oblast zesilovace -673 az -364 a oblast
zeslabeni -1262 az -669. Bylo odhaleno, ze promotor neobsahuje TATA box, ale NF-Y box
(Nuclear Factor) v opacné orientaci, jez by mohl slouzit misto TATA boxu. Je situovan 42
nukleotidti pfed zacatkem transkripce.

Rovnéz byly identifikovany dva na guanosin a cytosin bohat¢ WT-1 (Wilm’s Tumor gene)
responsivni elementy a to na pozicich -115 az -102 a -66 az -51, oznaCované také jako AP2
motivy (Activating Protein), jeZ mohou slouZit jako transkripéni faktory (Skawran et al. 2005,
Vernimmen et al. 2003)

Jedny z nich jsou CpG ostrivky, které jsou pfitomny jak v promotoru, tak v prvnim exonu
TSPY genu. Tyto ostriivky jsou v savéich genech pomérné castym jevem (Kido a Lau 2005).
Pouzivaji se jako orienta¢ni body v genech v kosmidovych knihovnach (Zhang et al. 1992).
Bylo rovnéz prokazéano, Ze exprese lidského TSPY je fizena Sox specifickymi shodnymi

motivy, jez leZi uvnitf promotorové oblasti (Skawran et al. 2005).

Obrazek ¢ 4 - Prevzato z NCBI: TSPY1 testis specific protein, Y-linked 1 (Homo sapiens) —

human TSPY gene structure

5 m— . -3

B - coding region B - untranslated region
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1.3.4. Transkripce a exprese

VétSina transkriptd je 1,3 kb velkd a pochazi z 2,8 kB transkripéni jednotky (6 exont, 5
intront1) (Dechend et al. 2000, Zhang et al. 1992, Schnieders et al 1996) (obrazek ¢. 4).

Délka transkriptu se lisi v zavislosti na typu transkriptu. NejcastéjSim typem je varianta
dlouhd 1169 nukleotidd, kodujici polypeptidovy produkt o 308 aminokyselinach, ktery je
napt. Schniedersem et al. (1996) nazyvan jako TSPY-1 a Krickem et al. (2003) jako TSPY-S.
Velikost produktu zavisi na mife fosforylace, coz je jeden z aktivacnich procesi. “Nahy”
produkt ma hmotnost 33 kDa, plné fosforylovany produkt 38 kDa (Schnieders et al. 1996).

Az do nedavna byl TSPY povazovan za testes specificky gen. Tedy za gen, jehoz exprese je
omezena pouze na tkan varlete, respektive spermatogonie a primarni spermatocyty, kde je
hladina TSPY nejvyssi (Schnieders et al. 1996).

Soucasné studie exkluzivitu exprese ve varleti popiraji. Byla zjisténa exprese v patologickych
tkanich, zarodecnych testikularnich tumorech, v epitelidlnich bunkach rakoviny prostaty,
plicnich a jinych somatickych nadorech (Schnieders et al. 1996, Lau et al. 2000, Lau et al.
2003, Lau a Zhang 2000, Kido a Lau 2005, Kido a Lau 2008).

Expresni studie demonstrovaly, Ze velikost transkriptu lidského TSPY je rGzné velka, ale
ptesto se vyskytuje n¢kolik nejcastéjSich variant.

Dle Kricka et al. (2003) byly pojmenovany dvé velmi Casté varianty: TSPY-S (short) a TSPY-
L (long) (obrazek ¢. 4). Varianty se 1isi svym C koncem a sestfihovym mistem uvnitf ¢tvrtého
intronu. Variantu TSPY-S jiz popsal Schnieders (1996) a TSPY-L Zhang et al. (1992). U
veétSiny kopii genu maji ob€ varianty ¢ast 3° konce shodnou. Nasledné dochazi
k alternativnimu sesttihu a vzniku riznych transkriptt (Krick et al. 2003).

Byly identifikovany 2 transkripty liSici se diky sestfihu o 11 nukleotidi. TSPY-L koduje 294
aminokyselin, jeho molekulovd hmotnost je 33,3 kDa a je o néco delsi nez TSPY-S.
K rozdilnému sesttihu dochazi 11 nukleotidt pied sestfihovym mistem varianty TSPY-S.
Varianta TSPY-S je krat$i nez TSPY-L, ale ma delsi c-konec tvoteny 34 aminokyselinami a
celkovou délku 308 aa, zatimco varianta TSPY-L ma c-konec tvofen 20 aminokyselinami s
celkovou délkou 294 aa (Krick et al. 2003).

Krick et al. (2003) pomoci dozimetrie zjistil, Ze pomér mezi témito variantami je 25:9. Tedy

7e krat$i varianta TSPY-S je pfiblizn€ 3krat Castéji exprimovana.
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Obrdzek ¢ 5 — Rozdilné 3" konce S a L formy genu TSPY. Prevzato Krick et al. 2003

ILCKDLWRNPLQYYKRMKPPEEGTETSGDSQLLS 308 TSPY-S
/
. ... YEVEAYRRRHHNSSLNFFNWFSDHNFAGSNKIAE

\
SPDRSYVRTCGAIPCNTTRG 294 TSPY-L

Lau a jeho kolegové popsali v roce 2003 dalsi hlavni transkript a poté jiné, spiSe vzacnéjsi.
Tteti transkript vznika ,,in frame* inzerci 18 bp v 1. exonu (221-238). Do ORF (open reading
frame) je vneseno 6 aminokyselin navic a vznika tak protein o 314 aminokyselinach a vaze
35,8 kDa (Dechend et al. 2000).

Nazyva se TSPY3 a je velmi vzacny; méné nez 4 % transkriptd. (Lau et al. 2003).

Byly ale identifikovany jesté dal§i mén¢ Casté transkripty, které lze rozdélit do dvou kategorii.

1/ V prvni kategorii jsou transkripty, jeZ obsahuji skryté donorové sestiihové misto uprostied
prvniho exonu, hned za kodonem pro aminokyselinu 29, které je potom uzito pro sestiih hned
tii transkriptl spolecné s tfemi riiznymi akceptorovymi sestfihovymi misty bud v exonu 1
nebo uz exonu 2 (Lau et al. 2003).

Vznikaji tedy transkripty mezi sestfthovymi misty:

#29 ... #117

#29 ... #134

#29 ..... #169 (uz 2. exon)

Skryté RNA sestiihy vznikly z ,in frame* deleci 87, 104 a 139 aminokyseliny. Tyto tfi
varianty byly popsany jako Exon 1A, 1B a 1C.

Lau et al. je oznacil jako H71 ... Exon 1A
HI104................... Exon 1B
H109 a H106 ........ Exon 1C

Nejcastcjsi z této kategorie je exon 1A.

Skryté introny byly oznaceny jako donorova mista diky shod¢ dinukleotidu GT z valinového
kodonu (GTG) na zbytku 30. aminokyseliny, zatimco vSechna akceptorova mista nesou AG z

kodonu (CAG) s pfislusnym spojenim. Biologickd funkce jednotlivych transkriptd neni
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popsana, ale rozdily na Grovni proteinu ukazuji, ze budou vykazovat rozdilné¢ a specifické

vlastnosti (Lau et al. 2003).

2/ Druhé kategorie transkriptli se vyskytuje jesté¢ vzacnéji. Predstavuje méné€ nez 5 % vsech
TSPY sekvenci. V intronech 3 a 4 byly popsany pieskoky, zménény ORF za sekvenci
Vintronu a lehce pozménéné proteiny, resp. jejich karboxylovy konec, jako je tomu u
transkriptd H80 a H30. Navzdory moznym zménam vlastnosti Lau et al. (2003) ptfedpoklada,
ze vSechny kodujici TSPY transkripty potad nesou bud’ celou nebo skoro celou SET/NAP
doménu v piislusném ORF. Lauovy vysledky ukazuji, Ze vSechny transkripéni varianty byly
pozorovany v prostatickych i testikularnich tkanich. Distribuce ale byla riizna.

Testikularni tkdn méla 52 % cDNA s normalnim ORF, jez odpovidalo trankriptu TSPY-1, 19
% predstavovaly transkripty Exon 1A, 1B a 1C a zbytek byly transkripty 420 bp kratkeé,

nekodujici a transkripty preskakujici introny s pozménénym ORF.

Byly identifikovany rovnéz pozménéné transkripty, vétSinou se jednalo o substituce. Napft.
kodon 45 (GTG/GTA), polymorfismus pro Valin. (Dechend et al. 2000)

Kodon 92 (CCC/CGA), Pro/Arg (Lau et al. 2003)

Kodon 93 (CGC/GCA), Arg/Ala (Lau et al. 2003)

Kodon 195 (CCT/CGT), Pro/Arg (Dechend et al. 2000)

1.3.5. Funkce

Funkce genu TSPY jesté nejsou zcela objasnéné. Dle Wang et al. (2004) je TSPY jednim z
ptiblizné 150 gend, jez hraji roli ve spermatogenezi. Schnieders et al. (1996) dokazal
prostiednictvim imunohistochemickych metod specifickou funkci TSPY v proliferaci
spermatogonii, v jejichZ cytoplazmé se vyskytuje. Nejvyssi hladina TSPY, nejcastéji se
vyskytujici varianty TSPY-S, byla zjisténa pravé ve spermatogoniich, o néco mensi
koncentrace byla nalezena v primarnich spermatocytech. Jeho exprese TSPY muze byt
znakem piechodu mitotického (spermatogonie) a meiotického dé€leni (primarni spermatocyt)

(Schnieders et al. 1996).

SET/NAP1 doména
TSPY je ¢lenem proteinové rodiny SET/NAPI1. Ta se sklada z proto-onkogenu SET a NAP.
Clenové této rodiny maji doménu, vazajici cyklin typu B, jez hraje jednu z nejdtlezitgjsich

roli v regulaci bunééného cyklu. Je totiz substratem pro CDK (cyklin dependentni kinaza), s
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niz posouva buitku v bunééném cyklu z faze G2 do faze M (mitotické). Na zéklad¢ strukturni
podobnosti genu TSPY se ¢leny SET/NAP1 rodiny lze tedy soudit, Ze i on hraje roli v
regulaci spermatogeneze a nasmérovani spermatogonii do meidzy (Schnieders et al. 1996,

Lau 1999).

Obrazek ¢. 6 - Lokalizace SET/NAP domény a jeji srovnani, prevzato od Kido a Lau 2006

10 288
human TSPY (308 a.a.) | JAUSUINIIS iR LRI RO )

1503 1328
rat Tspy (334 a.a.) | . _]

5 NAP domain .

SET byl poprvé identifikovan u pacientti s akutni nediferencovanou leukémii a byly zde
zjistény vazby na B cykliny (von Lindern et al. 1992, Kellogg et al. 1995). Je schopen
regulovat pfechod z faze G2 do M faze modulaci aktivity CDK1 (Canela et al. 2003) a
inhibovat tumor-supresorovy gen NM-23H1 (Fan et al. 2003). Nadmérna exprese SET mize
mit inhibicni efekt na bunécnou proliferaci v prechodu G2/M faze (Canela et al. 2003), coz
poukazuje na to, Ze proteiny, nesouci SET/NAP doménu mohou ovliviiovat bunéény cyklus
(Oram et al. 2006).

Dle Orama et al. (2006) je TSPY schopen zprostiedkovat buikdm ptechod z G2 do M faze
rychlejSim tempem neZ je tomu u bunék, kterym TSPY chybi. Tyto poznatky podpoftily
hypotézu, ze TSPY je gen stimulujici rist, tedy Ze zvySuje bunécnou proliferaci in vitro a

tumorogenezi in vivo. Role TSPY tak nabrala vyrazny patologicky vyznam.

1.3.6. Patologicky vyznam TSPY
Forma TSPY (TSPY-L) je umisténa v kritické oblasti GBY (gonadoblastoma Y-linked),

jediném onkogennim lokusu na chromozomu Y. Proto je povaZovan za signifikantniho
kandidata pro tumory pohlavnich bun¢k (Arnemann et al. 1987 a 1991, Zhang et al. 1992,
Vogt et al. 1997, Oram et al. 2006). Patii sem i1 dal$i moZzné tumor supresorové geny a
onkogeny, jako napt. RBM, PRKY, genova rodina PTP-BL (PRY) a repetitivni genova rodina
TSPY.
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Geny RBM(Y) a PRKY jsou povazovany za mozné protoonkogeny, PRY plni pravdépodobné
funkci tumor supresorového genu.

AMELY - koduje formu amelogeninu, nachazi se na chromozomu Y. Amelogenin je ¢lenem
rodiny proteint extracelularni matrix. Jsou zapojeny do biomineralizace béhem vyvoje zubni
skloviny (Lau et al. 1989).

PRKY - kéduje ¢leny CAMP-dependentni serin/threonin protein kinazové rodiny. Abnormalni
rekombinace mezi timto genem a souvisejicim genem na chromozomu X je ¢astou pfi¢inou
muzt XX a zen XY (Skaletsky et al. 2003).

GBY lezi v oblasti Ypl11.1 a jeho velikost je 1-2 Mb (Ali a Hasnain 2002).

Byla zjisténa zvySend koncentrace TSPY v gonadoblastomech, nadorech prostaty,
seminomech, intrakranidlnich  tumorech  zarode¢nych  bunck, melanomech ¢i
hepatocelularnim karcinomu (Lau 1999, Oram et al. 2006, Hoei-Hansen et al. 2006). TSPY
také urychluje regulaci rtstovych genti a onkogenti a snizuje regulaci inhibitorG buné¢ného
cyklu a apoptotickych faktord, ac¢koliv ani pfimy, ani neptimy efekt neni zndm (Oram et al.
2006).

Lze tedy soudit, ze TSPY je jednim z onkogennich faktort, které ptispivaji k tumorogenezi

v nefunk¢nich pohlavnich bunkach a citlivych somatickych tkanich (Oram et al. 2006).
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1.4. TSPY-LIKE GENY

TSPY-like geny, tedy geny podobné TSPY genu, byly zminény uz naptiklad v roce 1997
Delbridgem nebo v roce 1998 Vogelem a jeho kolegy, kteti se zabyvali uz nékolik let
vyzkumem samotného TSPY genu. VSechny doposud zndmé autozomalni TSPY like geny
jsou jednokopiové (Delbridge et al. 2004, Lau et al. 2007).

Sviij nazev dostaly podle ndpadné sekvenéni podobnosti s Y vazanym genem TSPY a bylo
jich identifikovano celkem Sest. Byly rovnéz pfifazeny do genové rodiny TSPY-SET-
NAPILI1, stejn¢ jako je tieba TSPY ¢lenem své genové rodiny TSPY-SET-NAP
(Puffenberger et al. 2004)

Cislice byly k TSPY-like gentim pfifazeny az pozdéji, protoze se nepiedpokladalo, Ze jich

bude vic.

1.4.1. TSPY-like 1

Gen TSPYL1 je lokalizovan na dlouhém raménku Sestého chromozomu 6q22-023 a je
exprimovan v mozkovém kmeni a testes.

V roce 2006 bylo publikovano hned nékolik ¢lankt ukazujicich blizkou souvislost mezi
SIDDT (Sudden Infant Death with Dysgenesis of Testes - nahlé umrti kojencli spojené
s dysgenezi testes) a mutacemi v tomto genu (Puffenberger et al. 2004, Hering et al. 2006).
SIDDT byl poprvé popsan v odborném periodiku Proceedings of the National Academy of
Sciences u ortodoxni skupiny Zid&i (Amishil) v Pensylvanii. Jedna se o recesivni typ
dédicnosti, kdy postizeny dostane od kazdého rodi¢e jednu zmutovanou alelu.

Postizeni jedinci zemfeli pfed prvnim rokem Zivota na kardidlni nebo pulmondlni selhani.
Byla u nich popsdna rovnéz dysgeneze gonad. Zajimavym faktem byla skuteCnost, Ze
dysgeneze gonad postihovala pouze chlapce, akoliv smrt postihovala obé pohlavi stejné a ve
stejném veéku. Smrt navic nejde Zddnym zptsobem odvrétit, at’ uz je jedinec hospitalizovan na
resuscitacnich pfistrojich nebo je v doméci péci (Pazdera 2004, citace ¢. 104). Postizeni
chlapci maji diky absenci Leydigovych bunék nevyvinuté sekundéarni pohlavni znaky a zevni
genital tedy vypada bud’ oboupohlavné, nebo je piitomen penis. Sourek je ale prazdny,
protoZze varlata ziistala zakrn€la v bti$ni dutin€. Pro déti je navic, stejn€ jako tfeba u syndromu
Cri du Chat, typicky charakteristicky vysoky plac, v jakoby staccato modu (Pazdera 2004,
citace €. 104).

Jako ptivodce SIDDT byly oznateny mutace v genech TSPYL1 a TSPYL4 na Sestém

chromozomu. Sekven¢ni analyza odhalila u pacienti se SIDDT posunovou mutaci (inzerci
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guaninu) v pozici 457 _458 v kodonu 153, coz znamena zkraceni translace v kodonu 169 a
naslednou ztratu peptidové domény (Puffenberger et al. 2004).

TSPYL1 muze hrat roli ve vyvoji tim, ze méni regulaci specifickych vyvojovych genl a
podili se na ptestavbé chromatinu. Gene Expression Omnibus (GEO) dolozila, ze je TSPYL1
také ve vysokych davkach exprimovan v mozku plodu (GEO no. GSM 14799, Puffenberger et
al. 2004). Na produktech fizni exprese GFP (Green Fluorescein Protein) byly znazornény
disledky zkracené¢ formy TSPYL a ztrity domény a objasnila se tak patogeneze poruchy
pohlavniho vyvoje a nadhlého umrti z mozkového kmene (Puffenberger et al. 2004).

1.4.2. TSPY-like 2

Gen TSPYL2 je lokalizovan na chromozomu Xp11.2, a protoze se jedna téméf o sekven¢niho
homologa genu TSPY, byva oznacovan rovnou TSPX. Lau et al. (2009) piedpoklada, ze
TSPY a TSPX maji stejny ptivod, tedy Ze vznikly ze stejného ptredka. Zatimco TSPX si svou
puvodni strukturu zachoval, TSPY pozbyl kyselou karboxylovou doménu a na prolin bohatou
doménu na N konci. SET/NAP doménu ale maji oba geny (Delbridge et al. 2004, Li a Lau
2008). TSPYL2 je 6,3 kb velky, obsahuje 7 exonll a na rozdil od TSPY je jednokopiovy.
Tento gen koduje proteiny o dvou velikostech, 667 a 693 kb (Delbridge et al. 2004).

Je ptitomen u vSech savcu (Delbridge et al. 2004, Li a Lau 2008), ovliviiuje bunéc¢ny cyklus a
regulaci transkripce (Lau et al. 2009). TSPYL2 je soucasti transkripéniho komplexu
CASK/TRBI/TSPYL2, jez dok4dze ménit genovou expresi v zavislosti na synaptické aktivité
neuronu a touto cestou miiZe 1 pres p53 dependentni CDKNI1A zastavit bunééné déleni

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TSPYL2).

1.4.3. TSPY-like 3
TSPY-like 3 je lokalizovan na 20. chromozomu (20q11.21), je velky 3,88 kb a koduje 355
aminokyselin. Patii stejné¢ jako TSPY do NAP rodiny a piedpoklada se, Ze se podili na

sestavovani nukleozomu (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9H489).

1.4.4. TSPY-like 4

TSPY-like 4 lezi na 6. chromozomu (6q.22.1), 25 kb vedle svého ,.kolegy* TSPYLI, je velky
4,18 kb. TSPYLA4 je stejné jako TSPYLI1 spojovan s SIDDT. V TSPYL4 ale u postizenych
pacientl nebyly zjistény zadné kodujici varianty (Puffenberger, E. G. et al. 2004).
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1.4.5. TSPY-like 5

TSPY-like 5 lezi na 8. chromozomu (8q22.1), obsahuje 4,4 kb a kdduje protein o velikosti
417 aminokyselin. Podle Vachaniho et al. (2007) patii TSPYLS5S mezi nékolik gend, jez
dokazou rozlisit 2 typy epitelidlniho karcinomu bunék hlavy a krku a karcinomu plic. Byla
porovnana genova exprese u tumord HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma) a
LSCC (lung squamous cell carcinoma) s piedpokladem, Zze pravé rozdilna exprese u
jednotlivych typt tumord miize presné rozliSit primarni rakovinu plic od HNSCC metastazi.
Pomoci analyzy PDA (penalized discriminant analysis) se podafilo urcit pravé 10 geni, které
dokazou pacienty s diagnoézou odlisit. TSPYLS5 patii mezi né¢ (Vachani et al. 2007).

Jung et al. (2008) u TSPYLS prokazal velké zeslabeni exprese DNA methylaci u bunéénych
linii gliomd a primarnich gliovych tumort. Vysledky ukazuji, Ze u exprese mRNA TSPYLS
byla Casto sniZena regulace a inverzné korelovala s DNA methylaci u sedmi z deviti
bunéénych linii rakoviny Zaludku. Po oSetfeni inhibitorem DNA methyltransferazy byla
exprese mRNA TSPYLS5 znovu obnovena. Zda se tedy, ze methylace TSPYLS hraje dost
vyznamnou roli v rozvoji rakoviny zaludku a TSPYLS lze povazovat za kandidatni tumor

supresorovy gen. (Jung et al. 2008).

1.4.6. TSPY-like 6

TSPY-like 6 lezi na 2. chromozomu (2p16.2), obsahuje 3 kb a koduje protein o velikosti 410
aminokyselin. Lze jej nalézt v cytoplazmé 1 jadfe. Gen obsahuje NAP doménu. Lze
predpokladat, Ze se gen podili na skladani nukleozomu

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?db=human&I=TSPYL6).
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2. Cile diserta¢ni prace

1/ Popis polymorfisml a porovnani sekvence genu TSPY u jednotlivych skupin.
2/ Porovnani zastoupeni jednotlivych sekvencnich polymorfismii v genu TSPY u sledovanych
skupin (infertilni jedinci, Y pozitivni pacientky s Turnerovym syndromem, pacienti Se

seminomem a kontrolni vzorky).

3/ Kvantifikace repetic genu TSPY u infertilnich muzt a vzorku normalni populace pomoci

molekularné-cytogenetickych technik (PRINS, imunofluorescence).

4/ Posouzeni exprese TSPY genu svyuzitim imunofluorescence v tumordznich a

fyziologickych tkéanich.
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3. Material a metodika

3.1. SEKVENACNI ANALYZA

Cely soubor jedinctl, jez byli podrobeni sekvenacni analyze, byl rozdélen do 4 skupin.
Nejvétsi a nejvyznamnéjsi skupinu tvorili infertilni muzi, dale pacienti se seminomem, Y
pozitivni pacientky s Turnerovym syndromem a kontrolni (fertilni) jedinci.(tabulka ¢. 2)

V letech 2002 az 2004 bylo na Ustavu lékaiské genetiky a fetdlni mediciny FN v Olomouci
vySetteno 75 infertilnich muzi dle smérnic WHO

(http:/mww.cambridge.org/uk/catalogue/catalogue.asp?isbn=0521645999). Jednalo se vétSinou

0 jedince z Centra asistované reprodukce pii Porodnicko-gynekologické klinice FN Olomouc
a FERTIMEDu rovnéz v Olomouci.

Primérny vék neplodnych muzi byl 32,08 a primérny veék kontrol 33,27. V ejakulatu
infertilnich muzt byl hodnocen objem, koncentrace, motilita, pH, morfologie, vitalita semene,
pocet spermii a leukocytl, Immunobead test a MAR (mixed antiglobulin reaction) test
(tabulka ¢. 1). Tito muzi byli klinicky detailné popsani jiz Vodickou et al. (2007), véetné
konfirmace fertility, paternitni analyzy u kontrol, nepiibuzenského (non-consanguinity) testu
mezi infertilnimi muZi a kontrolami pomoci Y haplotypové analyzy.

Pacienti se seminomem byly testovani ve spolupraci s MUDr. V. Hofinkovou. Y pozitivni
pacientky s Turnerovym syndromem byly ziskany od doc. J. Zapletalové (Détska klinika FN
Olomouc) a prof. J. Lebla (Klinika déti a dorostu FN UK Praha) a fertilni jedinci byli
vysetfeni na Ustavu 1ékatské genetiky a fetalni mediciny FN v Olomouci.

Vsichni ndmi analyzovani jedinci méli normélni karyotyp a vSichni byli informovani o
projektu a podepsali informovany souhlas (ptiloha €. 1).

Cely projekt byl schvalen Etickou komisi pti Fakultni nemocnici v Olomouci.

Tabulka ¢. 2 — Pocet analyzovanych jedincii v jednotlivych skupinach

Infertilni muzi Seminomy Y pozitivni pacientky Kontroly
S Turnerovym syndromem
Celkem 75 6 2 31
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3.1.1. Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena z 10 ml periferni krve Miillerovou vysolovaci metodou
v EDTA (Miller et al. 1988). Koncentrace byla méfena spektrofotometrem Beckman Coulter,

vzorky byly pfed PCR naiedény na koncentraci 100 ng/pl.

3.1.2. PCR, primery

Primery byly navrzeny tak, aby byl amplifikovan téméf cely gen. Pro optimalizaci bylo
vybrano sedm part primert. Pozdé&ji byla u prvniho paru primert (1f, 1r) navrZena jina

sekcence pro amplifika¢ni PCR a jina pro sekvenac¢ni PCR.

Tabulka ¢. 3 - Sekvence primerii pro gen TSPY

Primer Sekvence T
1f 5'"CGGCACAAGTTCCAAG 3’ 58°C
1r 5" TCCCAAAGAGTCACATC 3’
3f 5'"GAGGTGCTCTCGGGGAAGTGTAAGTG 3’ 61°C
3r 5'"GAGGGTGTATGATTCTGAGGCTGACTG 3’
5f 5S'"CATACACCCTCTGTCAACAC 3’ 61°C
or 5'CTCTTCTTCCACCTGTCAG 3’
6f 5'"CGAAGTTGTGGTCAGAGAAC 3’ 61°C
6r 5'"GACAGGTGGAAGAAGAGAAG 3”7
7f 5'"GTTCTCTGACCACAACTTCG 3”7 58°C
T 5'CCTGGATTCTGTCACTCTCTG 3’
8f 5'CTGGCTGCTCATTTCAG 3’ 58°C
8r 5'"CAGTCCTTTGTGGTTTGG 3°
of 5'GTCCTGGTCATCCTTGC 3’ 58°C
Or 5’ACATTTACCCCCTCTTCC3’

Podminky amplifika¢ni PCR

Reakéni smés pro PCR o objemu 20 pl obsahovala:

Mix 1 reakce (20 pl)
DNA (100 ng/ul.) 1,0 pl
PCR voda 8,4 ul
PPP mix 10,0 ul
primery mix (10 pM) 0,6 ul
Amplifikacni profil:

m 94°C/3 min
m 92°C/1 min
m 52°C (58°C, 61°C/1 min)
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m 72°C/1 min
-opakovat 35x
m 72°C/7 min
m inkubace pii 10°C hold

Tato reakce byla provadéna pii 35 cyklech.

3.1.3. Verifikace PCR produktt

Pro kontrolu PCR produktii pfipravime 1,5% agardzovy gel v TBE pufru s Spug EtBr/100ml
gelu. Combi PPP mix obsahuje nanaSeci barvu, proto neni tfeba michat PCR produkt
S nandSecim pufrem. Pipetujeme 10 pl vzorku na jamku. Poustime 15-20 minut pfi 100V.

Pritomnost produktl pozorujeme na UV transiluminétoru.

3.14. Post PCR purifikace
Ptecisténi PCR produktii bylo provedeno podle protokolu QIAquick PCR Purification Kit

(Qiagene).

3.1.5. Sekvenaéni PCR

Prvni par primert byl stejny jako pro amplifikacni PCR, ale pro “vnitini” ¢ast sekvence byl
navrzen jeSté druhy par primert (Tabulka ¢. 4).

Slozeni sekvena¢ni PCR: 10 pl reakéni smési obsahuje 3 pl sekvenéniho pufru (ABI PRISM —
Applied Biosystems), 1 ul sekvenéniho smési (ABI PRISM Big Dye, verze 3), 2 ul forward
(reverse) primeru a 4 ul templatové DNA. Amplifikace probiha v termocykleru (MJ Research
200).

Amplifikacni profil:

m 94°C 2 minuty

m 96°C 10 sekund

m kazdou sekundu se sniZzi teplota o 1°C az na teplotu 50°C.
m 50°C 5 sekund

m 60°C 4 minuty

m inkubace pii 10°C

Tato reakce byla provadéna v 34 cyklech.
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Tabulka ¢ 4 - Sekvence pro prvni par primeri pro sekvenacni reakci

Primer Sekvence T
1f — sekvenaéni 5’ ACGGGAGGAAGTCGGC 3’ 50°C
1r — sekvenadéni 5'TTCACTGGCTACCCGT 3°

1f vnitini-sekvenaéni | 5" GATGGAGGCTGTGCAG 3’
It vnitfni-sekvenacni | 5" CCACCTCCGCCATTATG 3’

3.1.6. Post-sekvenacni purifikace

1) K 10 pl sekvenaéniho produktu ptidat 2 pl roztoku octanu sodného v EDTA (1ml 1,5
M octanu sodného se 1,3 ml 0,25 M EDTA) a centrifugovat 30 s pii 1000 rpm.

2 Pridat 25 ul absolutniho ethanolu.

3) Centrifugovat 30 min. pti 14 000 rpm.

4) Opatrné odsat supernatant, piidat 50 pl 80% ethanolu.

5) Centrifugovat 10 min. pti 14 000 rpm.

6) Opatrné odpipetovat supernatant a dat oteviené mikrozkumavky vysusit do trouby na
15 minut pti 60 °C.

7) Ptidat 15 ul formamidu, nechat difundovat 2 minuty, potom protiepat a ptenést do

zkumavek urcenych do kapilary.

3.1.7. Separace Vv kapilarni elektroforéze

Pro separaci v kapilare byl vyuzit geneticky analyzator ABI PRISM 310 (obrazek €. 7). Jako
separacni gel byl pouzit polymer POP4 TM (Applied Biosystems). Separace probihala ve 47

cm dlouhé kapilafe o priméru 50 pm.
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Obrazek ¢. 7 - Geneticky analyzator ABI PRISM 310

Podminky elektroforézy:

Modul: P4Std(1mL)E 150s.

Nasati vzorku: 1 kV po dobu 30s.

Vlastni elektroforéza: 26 minut pfi teploté 50 °C pii napéti 11,3 kV.

Smés piecisténé¢ho sekvenacniho produktu s 15 pl Hi Di formamidu byla 2 - 3 minuty
denaturovana pifi 95°C, ihned zchlazena na ledu a aplikovana do sekvendtoru. Data byla
shromazd’ovana pomoci ABI PRISM 310 Data Collection software a vyhodnocena pomoci
Sequencing Analysis (oboje Applied Biosystems). Vysledky byly srovnany s referen¢ni
genomickou sekvenci

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=gene&Cmd=ShowDetailView&TermToSearc
h=7258&ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Gene.Gene_ResultsPanel.Gene_RVD

ocSum) za pomoci programu BLAST (Basic local alignment search tool).
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3.2. Statistika sekvena¢ni analyzy

Porovnani vyskytu jednotlivych zmén v 1. exonu genu TSPY bylo provedeno pomoci
Fisherova ptesného testu. Vzhledem k vysokému poctu opakovani (test byl opakovan celkem
63krat) byla provedena korekce pro adjustaci p-hodnot na problém mnohonasobného
testovani, zajistujici maximalné 5 % faleSn€ pozitivnich vysledkti mezi vSemi pozitivnimi
vysledky (Benjamini a Hochberg 1995).

Srovnani poméru muzi s poctem kopii nad a pod hranici 0,58 mezi prvni a druhou
podskupinou infertilnich muzi bylo provedeno pomoci Fisherova exaktniho testu.

Srovnani vysledkii spermiogramu mezi uvazovanymi podskupinami infertilnich muzt bylo
provedeno pomoci Pearsonova Chi-kvadrat testu.

Zvolena hladina vyznamnosti testl a je rovna 0,05.

Vsechny vySe popsané metody byly provedeny ve statistickém programu R.2.8.1
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3.3. MOLEKULARNE-CYTOGENETICKA KVANTIFIKACE GENU TSPY

Tabulka ¢. 5 - Soubor vysetrovanych pacientit a vzorkii z tkani

Diagnéza Typ vzorku Typ vySetieni Celkem vysetfeni
veetn€ kontrol
Seminom tkan v Imunofluorescence 19
Gonadoblastom parafinovém In situ PCR 15
Y sekvence u Turnerova blo¢ku/nativni
syndromu tkan

Vzorky pacientdl s tumorem a vzorky z tumort byly shromazdény ve spolupraci s nasledujimi

institucemi:

Ustavem patologie pti LF UP Olomouci (MUDr. Marie Geierova)
Détskou klinikou pii FN Olomouc (Doc. MUDr. Jifina Zapletalova, Ph.D.)
MOU Brno (MUDir. Véra Hofinova)

Izolace z tkdni ulozenych v parafinovych bloccich

Deparafinizace: pét 10um fezt z kazdého vzorku bylo ponofeno do 1 ml xylenu (2 X 10 min
pii RT), poté byly vzorky centrifugovany pii 15 000 x g a supernatant odstranén. Peleta byla
2krat promyta v roztoku xylen — ethanol (1:1) a 2krat v absolutnim ethanolu.

Vlastni DNA extrakce byla provedena kitem QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).

3.3.1. In situ PCR (PRINS)
Pouzité reagencie: xylen (smés izomeri), 0,02M HCI, PBS (NaCl, KCI, Na;HPO,4, KH,PO,),
ethanol, 0,01% Triton X 100 v PBS, 0,AM Tris-HCI, 5mM EDTA, 20% Kkys. octova,

deionizovana voda, 0,5 X SSC.

a/ Piiprava preparatii pro PRINS - ve spolupraci s Laboratoti experimentalni mediciny pti
Détské klinice v Olomouci byly z blo¢ku upnutého do mikrotomu nakrajeny histologické fezy
o tloust’ce 4-5 um.

Rezy byly pfeneseny na teplou vodni hladinu a poté §tétekem opatrné umistény na podlozni
sklicko, potazené 3-aminopropylethoxysilanem a nechaly se dale rozpinat na temperované

podlozce. Poté skla s fezy zasychala v termostatu pii 50-60°C po dobu 36 az 48 hodin.
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b/ Odstranéni parafinu - nasledovalo odstranéni zalévaciho média pomoci xylenové lazné.
Rezy byly ponofeny postupné do 3 tiech Coplinovych nadob s xylenem, vzdy po 10
minutach.

¢/ Zavodnéni tkan¢ - vzorky byly promyty v sestupné alkoholové fadé (napt. 100 %, 75 %, 50
% a 25 %), potom na 10 minut vloZzeny do 0,02 M HCI a dale na 2 minuty do PBS pufru.
Nasledn¢ byly fezy vlozeny na 1,5 minuty do 0,01% Tritonu X 100 v PBS a dale na 2 minuty
uz jen v PBS.

d/ Zptistupnéni DNA - vzorky byly pteneseny do dalsi Coplinovy nadoby, obsahujici 2,5
ug/ml proteinazy K v 0,1 M roztoku Tris-HCI , 0,005M EDTA o pH=7,5. Nadoba se skly byla
umisténa do termostatu, ktery byl pfedehiaty na 37°C. Zde byla ponechana 30 minut.
Nasledovala inhibice proteinazy tak, ze Coplinovu nadobu se skly byla umisténa do
termostatu na 40-45°C po dobu 10 minut. Poté byla nadobka vyjmuta a po 2 minutach pti
pokojové teploté opét vlozena do termostatu na 10 minut pfi teploté 40-45°C.

Vzorky byly vyjmuty, pieneseny do jiné nadoby a bylo pfilito 20% kys. octova, ktera ma cca
4°C po dobu 15 sekund.

Vzorky byly vlozeny na 2 minuty do PBS a potom na 2 minuty do deionizované vody.

e/ Odvodnéni tkané - vzorky prosly vzestupnou ethanolovou fadou. Rezy byly pfed samotnou
PCR uchovévany v absolutnim alkoholu.

f/ PCR - skla vzorka byla vyjmuta z ethanolu, vysuSena Vv suSi¢ce ¢i na vzduchu tak, aby
nebyl pfitomen zZadny ethanol.

Skla byla umisténa na ptedehiaté plato a na vzorek abylo plikovano 50 pl reakéni smési dle
tabulky ¢. 6. Kryci sklo bylo opatrné piiklopeno a po obvodu pokryto lepidlem Fixogum,
abychom se roztoku neodpaioval. Lepodlo zasychalo asi 10-15 minut. Skla byla vlozena do
vlhké komirky PTC 200 Peltier Thermal cycleru.

Tabulka & 6 - Reakcni smés pro in situ PCR v objemu 50 ul

komponenty objem

pufr S5ul

dATP 0,25 ul (200 pM)
dCTP 0,25 ul (200 pM)
dGTP 0,25 pl (200 uM)
dTTP 0,25 ul (200 pM)
Primer r 30 pmol
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Primer f 30 pmol

MgCI2 5l

polymeraza 0,5 ul

Fluorescein 12-dUTP* [0,3 ul

Deionizovana H20 29,2 ul

Celkovy objem 50 ul

*komercné dodany fluorescein mél koncentraci 25 nmol.

PCR Podminky:

krok 1- denaturace pii 94°C po dobu 4,5 minuty
krok 2- denaturace pii 94°C po dobu 30 sekund

krok 3 — nasednuti primerti po dobu 1,5 minuty

krok 4 — zpét na krok 2

Reakce se opakuje v 31 cyklech.

g/ Odmyti nenavazanych nukleotidd - po skonéeni PCR se lepidlo sloupne ze skla, opatrné
odklopi. Vzorky byly promyty v tzv. stop pufru ( 0,5 X SSC) 5 minut pfi teploté 65°C a dale
v promyvacim pufru (PBS) pfi pokojové teploté.

h/ Podbarveni - na vzorek bylo piikapnuto 10 pl DAPI kvili podbarveni. Nasledovalo
hodnoceni fezti pod mikroskopem a analyza signalu

Vzorky byly pozorovany ve fluorescenénim mikroskopu Olympus BX 600 na dvou
jednoduchych filtrech (DAPI a =zeleny) a dvou dvojitych filtrech (modrocerveny a

cervenozeleny).

3.3.2. Imunofluorescenéni analyza

NavrzZeni a priprava znacené protilatky pro imunofluorescenci

Protilatka byla vytvofena imunizaci kralika a slepice pomoci syntetického oligopeptidu,
shodného se sekvenci aminokyselin genu TSPY. Tento oligonukleotid byl navrzen pomoci
programu Max Vector 7.2.2 s ohledem na antigenicitu a hydrofobilitu. Navrzena sekvence
REEAQPRQQAVPGPGP byla déale optimalizovdna a mirné¢ posunuta smérem k C-
terminalnimu konci. Po pfipojeni Cysteinu k N-terminalnimu a C-terminalnimu konci byla

kvuli aspésné konjugaci k nosic¢i (KLH - Keyhole limpet hemocyanin nebo BSA — bovinni
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sérovy albumin) kone¢nad verze oligonukleotidu nasledujici: C-LVERREEAQPRQQAV -

CONH2.

Samotnou protilatku vcetné precisténi a znaceni (FITC) vyrdbéla firma AgriSera AB
(Svédsko).

3.3.2.1. Ptiprava mikroskopickych preparatt

Rezy z nativnich tkani a parafinovych blo¢kl byly provedeny ve spolupraci s Laboratoii

experimentalni mediciny pii FN Olomouc.

a) Preparaty z tkani v parafinovych blo¢cich pro imunofluorescenci:

Tato metodika vyzaduje ve svém postupu urcitou zkuSenost s timto typem tkani. Nejprve

musi byt co nejefektivnéji odstranén parafin a poté je nutné zpfistupnit tkan, aby se protilatka

mohla specificky navazat. Zpisob a kvalita deparafinizace a oSetfeni bloka¢nim mlékem patii

vvvvvv

Deparafinizace:

1) Xylen I - 10 min.

2) Xylen Il —10 min.

3) Xylen I11—10 min.

4) 100% EtOH — 10 min.

5) 100% EtOH — 10 min.

6) 95% EtOH — 10 min.

7) oplachnuti v dest. H,O

8) promyti ve studené tekouci vodé (preparaty nechat v tekouci vodé do doby nez bude
pfipraven roztok na odmaskovani epitoptt v mikrovince).

Postup:

1) 5 min. promyvani v Coplinové nadobé s 1 x PBS.
Ptiprava roztoku 1 x PBS: 100 ml 10 x PBS do 1 litru destilované vody

2) Blokace 1 hod. v Coplinové nadob¢ s bloka¢nim mlékem.
Ptiprava bloka¢niho mléka:
3 % LFM (Low-fat milk) 30
2 % ALB (albumine-bovine, Sigma) 29
0.1 % NaNs 1 ml (ze zasobniho 10% roztoku NaN3)
1 x PBS 100 ml
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Ptiprava roztoku 1 x PBS: 10 ml 10 x PBS do 100 ml destilované vody
3) 2 x rychlé oplachnuti v 1 X PBS v koplince.
4) Primarni protilatka — ve vlhké komirce

IgY antibodies against antigen: CLV 16

Redéni protilatky IgY antibodies against antigen CLV 16:
1pg/ml......... R 640....640 pg

1,56 pl do 1000 pl fediciho roztoku

IgG antibodies against antigen: CLV 16

Redéni protilatky IgG antibodies against antigen: CLV 16:
1pg/ml......... R 1360....1360 pg

1,4 ul do 1000 pl fediciho roztoku

Redici roztok pro primarni protilatku:

900 ul | 1x PBS

100 ul FCS (Fetalni sérum)

10 pl 0.1% NaN3 (ze zasobniho 10% roztoku NaN3)

Sklicka byla pfed nanesenim primarni protilatky osusena (ale fez nesmi vyschnout!) a vlozena
do vlhké komirky. Dale bylo naneseno 200 pl primarni protilatky a vlozeno do vlhké

komiirky. Rez byl inkubovan s primarni protilatkou pies noc.

5) 2 x rychlé oplachnuti v 1 x PBS — koplinka
3 x 5 min. oplachnuti 1 x PBS — koplinka

6) Montovani do DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol).

b) Ptiprava mikroskopickych preparati z nativnich tkani pro imunofluorescenci:

5 um tlusté fezy ze zamraZenych gonad byly zhotoveny na mikrotomu Cryostat Leica
CM1850. Dalsi postup:

I)ponofeni do xylenu 15 min

2)100% EtOH — 10 min.

3)100% EtOH — 10 min.

4)95% EtOH — 10 min.
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5) promyti v destilované vodé (preparaty nechat v tekouci vodé¢ do doby nez bude

pfipraven roztok na odmaskovani epitopti v mikrovince).

6) 5 min. promyvani v Coplinové nadob¢ s 1 x PBS.
Ptiprava roztoku 1 x PBS: 100 ml 10 x PBS do 1 litru destilované vody

7) Blokace 1 hodinu v Coplinové nadobé s bloka¢nim mlékem.

Ptiprava bloka¢niho mléka:

3 % LFM (Low-fat milk) 39

2 % ALB (albumine-bovine, Sigma) 29

0.1 % NaN3 1 ml (ze zasobniho 10% roztoku NaNj3)
1 x PBS 100 ml

Ptiprava roztoku 1 x PBS: 10 ml 10 x PBS do 100 ml destilované vody
8) 2 x rychlé oplachnuti v 1 X PBS v Coplinové nadob¢ .
9) Primarni protilatka (ve vlhké komurce)
IgY antibodies against antigen: CLV 16
Redéni protilatky IgY antibodies against antigen: CLV 16:
1pg/ml........ R 640....640 ug
1,56 ul do 1000 pl fediciho roztoku
IgG antibodies against antigen: CLV 16
Redéni protilatky IgG antibodies against antigen: CLV 16:
1pg/ml......... R 1360....1360pg

1,4 pl do 1000 pl fediciho roztoku

Redici roztok pro primarni protilatku:

900 pl 1x PBS

100 pl FCS (Fetélni sérum)

10 pl 0,1% NaN3 (Ze zasobniho 10% roztoku NaN3)
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Sklic¢ka byla pied nanesenim primarni protilatky osuSena (ale fez nesmi vyschnout!) a vlozena
do vlhké komirky. Dale bylo naneseno 200 pl primarni protilatky a vlozeno do vlhké

komiirky. Rez byl inkubovan s primarni protilatkou pies noc.

10) 2 x rychlé oplachnuti v 1 x PBS — koplinka
3 x 5 min. oplachnuti 1 x PBS — koplinka

11) Montovani do DAPI.

Vsechny preparaty byly vyhodnoceny fluorescencnim mikroskopem Olympus BX 60, pii
pouziti filtrt DAPI, Red/Green dual, DAPI/Orange dual, Green firmy Vysis.
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4. Vysledky

4.1. SEKVENACNI ANALYZA GENU TSPY

Gen TSPY byl podroben sekvencni analyze. U nalezenych zmén v sekvenci genu byl popsan
typ mutace, jeji lokalizace, frekvence vyskytu a ptipadny vliv na protein na primarni urovni.
Byly nalezeny 3 typy mutaci: substituce, delece a inzerce. Jejich frekvence se u jednotlivych
vysetfovanych skupin lisila.

Signifikantni zmény byly nalezeny pouze v 5"UTR (UnTranslated Region) oblasti a prvnim
exonu.
41.1. S'UTR

Promotorovéa oblast byla hodnocena u dvou nejvétSich vySetfovanych skupin: infertilnich
muzi a kontrolni skupiny fertilnich jedinci. Bylo nalezeno a popsano pét nejcastéjSich
kodénu ATG. Jednalo se vzdy o substituce a vyskytovaly se u obou skupin a s podobnou
frekvenci.

Ve skupiné infertilnich jedinc byly nejcastéjsi polymorfismy v pozicich -51 a -50 (proti
sméru zacatku transkripce); vyskytovaly se 1 stejné Casto. V obou polohach se jednalo o
substituci cytosinu za thymin a to tak, Zze bud’ doslo k tplné substituci, byly pfitomny oba
nukleotidy (podobn€ jako u heterozygota, ale toto srovnani je kvali multikopiovému
charakteru nevhodné) nebo ptivodni nukleotid zustal. U ptiblizné€ 2/3 infertilnich muzi byl
ptitomen bud’ pivodni thymin nebo oba nukleotidy soucasné, ale u 1/3 muzi byl ptvodni

nukleotid zcela nahrazen cytosinem.

Tabulka ¢. 7 — Frekvence vyskytu polymorfismit v 5" UTR oblasti TSPY genu — infertilni muzi

c.-80C>A c.-51C>T c.-50C>T c.-39C>A c.-8C>A
26,7 % 90,5 % 90,5 % 22,7 % 58,7 %
20 43/24T* 43/24T* 17 44

*... 43 muzi ma pfitomno oba nukleotidy soucasné, u 24 muzi thymin zcela nahradil cytosin
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Obrazek ¢. 8 — Frekvence vyskytu polymorfismii v 5" UTR oblasti TSPY genu — infertilni muzi

100,0% -
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60,0% A

40,0% A

procentualni ¢etnost vyskytu

20,0% A

0,0%

c.-80C>A

c.-51C>T

c.-50C>T
SNP

c.-39C>A

c.-8C>A

Osa X — pét nejcetnéjsich jednonukleotidovych polymorfism (SNP) v oblasti 5"UTR genu

TSPY ve skupiné infertilnich muzt. Nejéetnéjsi polymorfismy jsou v polohach -51 a -50. Na

ose Y je procentudlné vyjadiena frekvence vyskytu jednotlivych polymorfismi.

V kontrolni skupiné bylo pozorovéano stejnych pét nejcastéjSich polymorfismii. Nejvice se

vyskytovaly vyskytovaly substituce v polohach, -51 a -50 (proti sméru zacatku transkripce)

stejné jako tomu bylo u infertilnich jedinci. V této skupiné byl vzdy ptfitomen bud jen

pvodni nukleotid nebo oba soucasné.

Tabulka & 8 — Frekvence vyskytu polymorfismit v 5° UTR oblasti TSPY genu — kontroly

c.-80C>A c.-51C>T c.-50C>T c.-39C>A c.-8C>A
12.9 % 74.2 % 74.2 % 29.0 % 74,2 %
4 23 23 9 23
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Obrazek ¢ 9 — Frekvence vyskytu polymorfismii v 5° UTR oblasti TSPY genu — kontroly

100,0% -

80,0% -

60,0% A
40,0% -
20,0% A .
0,0% - T T T T ]

c.-80C>A c.-51C>T c.-50C>T c.-39C>A c.-8C>A
SNP

procentualni frekvence vyskytu

Osa X — pét nejcetnéjSich jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) v oblasti 5'UTR genu
TSPY ve skupiné kontrolnich jedinci. Nejcetnéjsi polymorfismy jsou v polohach -51 a -50.

Na ose Y je procentudlné vyjadiena frekvence vyskytu jednotlivych polymorfismi.

o1



4.1.2 Intronové oblasti

Polymorfismy byly nalezeny ve ¢tyfech z péti intronti. Nej€astéji se jednalo o substituce, ale
byly nalezeny i dv€ inzerce a jedna delece (srovnano se sekvenci GenBank AF106331).
Nejvice SNP bylo nalezeno v prvnim intronu. U infertilnich muza byly nejcastéjsi substituce
V pozicich ¢.486+250G>C a ¢.486+252G>C, u kontrol ¢.486+252G>C, u muzu se
seminomem delece ¢.904+283_904+284delA a u Y pozitivnich pacientek s Turnerovym
syndromem se vét§ina zmén vyskytovala u obou pacientek. Naopak substituce ¢.564+3G>A a

c.676+83 A>C nebyly u téchto pacientek pozorovany viibec.

Obrazek. ¢. 10 - Frekvence vyskytu polymorfismii v intronovych oblastech TSPY genu —

infertilni muzi
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Osa X — 14 nejcastéjsich jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) v intronovych oblastech
genu TSPY u infertilnich muzi. Na ose Y je procentudlné vyjadiena frekvence vyskytu

jednotlivych polymorfism.
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Obrazek ¢ 11 - Frekvence vyskytu polymorfismit v 5" UTR oblasti TSPY genu — kontroly

SNPs v intronovych oblastech genu TSPY - kontroly
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Osa X — 14 nejcastéjSich jednonukleotidovych polymorfismi v intronovych oblastech genu
TSPY u kontrolniho souboru. Na ose Y je procentualné vyjadiena frekvence vyskytu

jednotlivych polymorfismi.

Obrazek & 12 - Frekvence vyskytu polymorfismii v 5° UTR oblasti TSPY genu — pacienti se

seminomem

SNPs v intronovych oblastech genu TSPY - pacienti se
seminomem
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Osa X — 14 nejcastéjSich jednonukleotidovych polymorfismi v intronovych oblastech genu
TSPY u pacientll se seminomem. Na ose Y je procentudlné vyjadiena frekvence vyskytu

jednotlivych polymorfisma.
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Obrazek ¢. 13 - Frekvence vyskytu polymorfismit v 5" UTR oblasti TSPY genu — Y pozitivni
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284delA(GenBan
€.904+679A>C

Osa X — 14 nejcastéjSich jednonukleotidovych polymorfismi v intronovych oblastech genu

TSPY u Y pozitivnich pacientek s Turnerovym syndromem. Na ose Y je procentualné

vyjadiena frekvence vyskytu jednotlivych polymorfismd.

Tabulka ¢ 9 — Frekvence substituci, deleci a inzerci v intronovych oblastech genu TSPY

v jednotlivych vysetrovanych skupindch

substituce | inzerce | delece
Infertilni muzi Kontroly Pacienti se seminomem Pacientky s TS

Intron Polymorfismus, poloha v genu 75 celkem 31 celkem 6 celkem 2 celkem
intron1 | ¢.486+167_486+168insC(GenBank AF106331) 66,7% 50 64,5% 20 66,7% 4 100,0% 2
intron 1 €.486+250G>C 74,7% 56 83,9% 26 50,0% 3 100,0% 2
intron 1 €.486+252G>C 74,7% 56 90,3% 28 50,0% 3 100,0% 2
intron 1 €.486+259G>C 72,0% 54 87,1% 27 66,7% 4 100,0% 2
intron 1 C.486+269A>T 64,0% 48 74,2% 23 50,0% 3 100,0% 2
intron 1 €.486+276G>C 66,7% 50 54,8% 17 50,0% 3 100,0% 2
intron 1 €.486+285T>G 58,7% 44 45,2% 14 66,7% 4 100,0% 2
intron 2 €.564+3G>A 21,3% 16 12,9% 4 33,3% 2 0,0% 0
intron 2 €.564+20G>A 36,0% 27 45,2% 14 33,3% 2 50,0% 1
intron 3 c.676+31G>A 66,7% 50 64,5% 20 83,3% 5 100,0% 2
intron 3 €.676+62_676+63insG(GenBank AF106331) 66,7% 50 61,3% 19 66,7% 4 100,0% 2
intron 3 c.676+83A>C 12,0% 9 6,5% 2 0,0% 0 0,0% 0
intron5 | €.904+283_904+284delA(GenBank AF106331) | 73,3% 55 67,7% 21 100,0% 6 100,0% 2
intron 5 €.904+679A>C 13,3% 10 12,9% 4 0,0% 0 50,0% 1
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Polymorfismy se vyskytovaly ve ¢tyfech z péti intrond, tabulka popisuje jejich polohu a
povahu zmény. Podle typu zmény je tabulka barevné rozlisena. Bila barva predstavuje

substituce, svétle Sedd inzerce a tmave Sedé jsou delece.

4.1.3 Koédujici oblasti — Exon 1

V prvnim exonu bylo zjisténo celkem 63 zmén, coz je vice nez ve vSech zbylych péti exonech
dohromady. Byly rozmistény po jeho celé délce. Navic zde byly zjistény zdsadni zmény
v sekvenci, kvuli kterym byl exon 1 hodnocen zvlast. Kvuli pfilisné délce, byly pro exon 1
navrzeny dva pary primerd. Bohuzel se n€které ¢asti exonu opakované nepodaftilo sekvenovat,
proto je pocet jedincti pro prvni a druhou ¢ast exonu 1 riizny.

NejcastéjSim typem zmény byla substituce s ndslednou zménou aminokyseliny. Vyskytovaly
se zde ale i delece a inzerce. VSechny zmény v sekvenci exonu 1 jsou uvedeny v tabulce ¢. 10.
(c.36_42 AGAGAGG>CAT), kde byla sekvence AGAGAGG nahrazena CAT (obrazek ¢.
15). Tento typ zmény byl nalezen u pfiblizné poloviny infertilnich muzii, vSech pacientt se
seminomem a obou Y pozitivnich pacientek s Turnerovym syndromem. U jedincd, kteti méli
tuto deleci, se dale vyskytovaly i dalsi charakteristické zmény v sekvenci. Na zakladé této

vyznamné odliSnosti byly infertilni muzi rozdéleni do dvou podskupin.

413.1 Infertilni muzi

41311 Prvni podskupina

Zde byly sledovany nejcastéjsSi zmeény v sekvenci. Bylo jich 26 a vZdy se jednalo o substituce.
Devatenact téchto substituci (73 %) znamenalo zménu aminokyseliny (obrazek ¢. 14). Dale
zde byla pozorovéna u jednoho muze substituce c.G451>A (Val/lle), jez se vyskytovala jen u
druhé skupiny infertilnich muzii. SNP ¢.G214>A (Ala/Thr) byl jedinym polymorfismem, jenz
se vyskytoval pouze u infertilnich muzu a zadného jiného vysetfovaného jedince. Delece ani

inzerce u této skupiny infertilnich muza pozorovany nebyly (oObrazek ¢. 14 a 15).

55



change= in firsl eton

Obrazek.¢. 14 — Srovnani SNPs v 1. exonu genu TSPY mezi 1. a 2. podskupinou infertilnich
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Graf v levé casti ukazuje Cetnost vyskytu jednotlivych zmén v exonu 1 genu TSPY, a to u
prvni podskupiny infertilnich muzii. Osa X — Procentudlné vyjadfena Cetnost
nejfrekventovangjsich zmén. VétSina polymorfismi nepfesahne polovinu. Osa Y — vycet
vSech zmén, jez byly nalezeny u infertilnich muzd: substituce, delece a inzerce. Zde jsou
zastoupeny pouze substituce. Graf v pravé ¢asti obrazku znazoriiuje Cetnost vyskytu vsech
zmén prvniho exonu genu TSPY ve druhé podskuping infertilnich jedinci. Osa X —
Procentualné vyjadiend Cetnost nejfrekventovanéjSich zmén. Osa Y — vycet vSech zmén, jez
byly nalezeny u infertilnich muzt: substituce, delece a inzerce. U této skupiny se

vyskytovaly jiné substituce nez na grafu v levé ¢asti.

Obrazek ¢ 15 — Sekvence prvniho exonu u infertilnich muzii z 1. podskupiny (sekvence
srovnand v programu BLAST; zde se delece v pozici 36-42

nevyskytovala)
B3 Sequence Scanner, Q@@
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41312 Druha podskupina

Sekvence prvniho exonu této skupiny infertilnich muzi se od ostatnich infertilnich muza lisila
v n¢kolika zasadnich bodech. Byly zde piitomné delece (obrazek ¢. 14 a 16), inzerce a za
deleci v pozici 36 — 42 byly nalezeny substituce na zcela jinych pozicich nez u ostatnich
infertilnich jedincich a kontrol. Navic v pozicich ¢.T16>C a ¢.T25>C byly oba ptivodni
nukleotidy zcela nahrazeny. Obé zmény byly potvrzeny v protilehlém fetézci.

Nasledujici zmény v sekvenci se jiz liSily od ostatnich infertilnich muzi. Bylo pozorovano
celkem 54 substituci, delece v pozicich 36 — 42 (zde zfejmé jeden plivodni adenin ziistal), 97,
145, 220, 284 — 286, 290, 294 — 296, 298 — 299 a 305. V pozici c.181 182insT byla
pozorovana i jedna inzerce thyminu (obrazek ¢. 14).

Pti souctu vSech téchto zmén je piivodni délka prvniho exonu (486 nukleotidil) zkracena o 17
nukleotidd a dojde k posunuti &teciho ramce. Zadna ztéchto zmén nebyla pozorovéana

Vv kontrolnim souboru fertilnich jedinct.

Obrazek ¢ 16 — Elektroforetogram prvniho exonu u muzi z 2. infertilnich muzu (delece

v pozici 36-42 a sekvence srovnand v programu BLAST)
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Features in this part of subject sequence:
testis specific protein, ¥-linked 1

Score =

634 bits (343), Expect
Identities = 509/587 (87%), Gaps

2e-179
32/587 (5%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbict

i3

GGGCTGGRRRATGCAGGCEGCECCCETNNCTITGCAGCCCAGGGRARNACGCCCGCCGCCCT
| Y BT R o O O 0 o o T N T R o LR o T o I 11 N O I L DR B R B B
GGEGCTGG-AGATGCAGGCCCGCCAGTGECTGTGCCGCCCAGGG-AGACGCCCACCGLCCT

CCCATTGATIGNCCATGRAGGCERAAGEGRAGTCGGCCTGGETGCEGEGCCCCTTGGCCCTTAGC
1] £ 5 5 e T O D ) S I 1 e L 1) I o o O B G ] ol
CCCATTGATTGGCCACGACGEG-AGGARGTCGGCCTGEETGCEEGCCCCCCGGCCCTTCEE

GCGCAGTCCCTITAGGGETICTCCTGERARRCCCGECECATGCEGCCCTGAGGECCCECTGRCC
R ] R 1 5 5 o e o o O o T O U T A BB O
GCGCAGTCCCTTAGGGGGCGCCTGGARGCCCGGCEGCATGCGCCCTGAGEGCTCGCTGACC

CACCGGGETGCC———-CR-TCTGCGACAGGETICCTATGGCETGEET-GEAGCAGCACRGEC
Ll | B 1 012 D G e e O I O
TACCGGGTGCCAGAGAGGCTGCGECAGGGTTICTGTGGCGTIGEETCEGG-GCAGCACAGEC

CITGGTGIGTGCG-GTGCCCRAGGAGGGCACTGCCTITCAGGATGCGAGGCTGTACAGGR-GG
I T o T T T NG R T P o o ) I I BT B G o Je (e o O O
CITGGIGIGTGCCGAGTGCCARGGAGGECACCGCCTITCAGGATGGAGECTGTGCAGGAGES

GGCGGECCGGEEETGEACRGTCACCAGGCGECTITGECEACTTGERAGECAGTGCTIGETIGECAG
| B 0 e R U o LR 0 ) 1 L ) (O [ |
GGCGGCCGGEEETGGAGRAGTGAGCAGGCEECTTTGEGEEGA-GGAGGCEEGTECTGCTIGTTIGE

ATGACATRATGGCGEAGETGEAGETGETGECCCRARGENGAGGCCCTCETGEGRAGGEEECAGE
|11 1T 0 o T o e o e O R I Y I AT ) T BT ] O T I
ATGACATAATGGCGGAGGTIGGAGGTGGTGGCEGAGGAGGAGEGCCTCGTGGAGCEGCEEE

TGGAGGCCCAGCGGGCACAGC———-CIG-GCC———C——-TGGGCC-ATGACCC-AGAGICIG
ELEEEEREENER R e R R [ ) (1 4 5 ] R e o Y o
RGGAGGCCCRGCGEECRCAGCRAGECTGTGCCTGGCCCTEEGCCCATGACCCCRGAGTICTG

CACTGGRGCGAGCTGCIGECCETTCAGETGEACGCTGEAGCCGETTRA-TCGCCCA-GCCAGER
| 2 7 D R T o ) o o o R O D Y U T O T ) 8 0O
CRCCGGAGGAGCTGCTGECCEGTTCAGGTGGAGCTGGAGCCEGTTAATGCCCARGCCAGGR

AGGC-TTT-CTCGGCAGCGG-ARRN-ATG-AGCGRAG-CGCA-GCCC 3572

| L1 3 o T o Y o Y (I o I
LGGCCTTTTCTCGGCAGCGEGRRARAGATGGAGCEGAGGCGCARGCCC 13716
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chengexin firsk exon

Obrazek ¢. 17 — Srovnani SNPs v 1. exonu genu TSPY mezi infertilnimi jedinci a kontrolami
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Na grafu v levé ¢asti je znazornéna frekvence vSech nalezenych zmén v exonu 1 genu TSPY u
vSech infertilnich muzii dohromady. Osa X — Procentudlné vyjadiena Cetnost nejcastejSich
zmén. Osa Y — vycCet vSech zmén, jez byly nalezeny u infertilnich muzt: substituce, delece a
inzerce. Graf v pravé Casti znazoriiuje Cetnost nalezenych zmén v exonu 1 genu TSPY u
kontrolniho souboru. Osa X — Procentualné vyjadiend Cetnost nejcastéjSich zmén. Osa Y —

vycet vSech zmén, jez byly nalezeny u infertilnich muza. Vyskytuji se zde pouze substituce.

Tabulka ¢. 10 — Frekvence substituci, deleci a inzerci v prvnim exonu genu TSPY

v jednotlivych vysetirovanych skupindach

substituce | substituce (posunuty RF) delece

Vzorek Infertilni muzi Kontroly Seminomy Turneriv syndrom

polymorfismus, zména aminokyseliny 72 pocet 31 | pocet 6 pocet 2 pocet
c.T16>C Ser/Pro 65,3% 47 16,1%| 5 0,0% 0 0,0% 0
€.T25>C Tyr/His 88,9% 64 |581% | 18 0,0% 0 0,0% 0
¢.A36>C tichd mutace 52,8% 38 |80,6%| 25 0,0% 0 0,0% 0
c.36_42 AGAGAGG/CAT 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.39G>C Glu/Asp 54,2% 39 | 774% | 24 0,0% 0 0,0% 0
¢.G48>A ticha mutace 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G51>T Gln/His 40,3% 29 |51,6%| 16 0,0% 0 0,0% 0
€.T56>C Phe/Ser 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G59>A Cys/Tyr 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G68>A Gly/Asp 45,8% 33 |839%| 26 0,0% 0 0,0% 0
¢.C70>G Arg/Gly 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G71>A Arg/GIn 40,3% 29 |355%| 11 0,0% 0 0,0% 0
¢.G72>A ticha mutace 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.A80>C GIn/Pro 44,4% 32 190,3% | 28 0,0% 0 0,0% 0
¢.G81>T Gln/His 30,6% 22 | 452% | 14 0,0% 0 0,0% 0
c.C83>G Ala/Gly 13,9% 10 |16,1%| 5 0,0% 0 0,0% 0
¢.G96>C ticha mutace 31,9% 23 | 71,0% | 22 0,0% 0 0,0% 0
c.97delA 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.A103>G Lys/Glu 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
c.G108>C Glu/Asp 43,1% 31 |774% | 24 0,0% 0 0,0% 0
¢.G109>T Gly/Cys 37,5% 27 | 452% | 14 0,0% 0 0,0% 0
¢.C114>T ticha mutace 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G135>A ticha mutace 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.145delG 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
c.C149>T Ala/Val 43,1% 31 |67,7% | 21 0,0% 0 100,0% 2
c.G161>A Ser/Asn 41,7% 30 |774% | 24 0,0% 0 100,0% 2
c.A167>C GIn/Pro 34,7% 25 | 774% | 24 0,0% 0 100,0% 2
¢.G177>T Leu/Phe 34,7% 25 |51,6% | 16 0,0% 0 100,0% 2
¢.G180>A tichd mutace 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
c.181 182insT 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.A182>T Glu/Val 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G189>A tichd mutace 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
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€.C196>G Leu/Val 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.T199>G Leu/Val 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.T200>C Leu/Ser 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G201>A ticha mutace 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G214>A Ala/Thr 8,3% 6 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0
€.220delG 43,1% 31 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G234>C ticha mutace 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.G235>C Glu/GlIn 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G237>A ticha mutace 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G243>A ticha mutace 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G246>C Gly/Ala 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.C256>G Arg/Gly 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G260>A Arg/Gln 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.A263>T Glu/Val 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.277delG 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2

€.284 286delAGG 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.290del T 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2

€.294 296delTGG 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
€.298 299delCC 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.305delC 25,0% 18 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.C312>G tichd mutace 5,6% 4 3,2% 1 0,0% 0 0,0% 0
¢.G318>A ticha mutace 8,3% 6 3,2% 1 0,0% 0 0,0% 0
€.G333>C Glu/Asp 36,1% 26 29,0% | 9 0,0% 0 0,0% 0
c.T344>A Val/Asp 22,2% 16 32,3% | 10 0,0% 0 0,0% 0
¢.G354>A ticha mutace 9,7% 7 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0
¢.A379>C ticha mutace 4.2% 3 9,7% 3 16,7% 1 0,0% 0
€.G384>C Lys/Asn 4,2% 3 3,2% 1 0,0% 0 0,0% 0
¢.G417>A ticha mutace 12,5% 9 0,0% 0 16,7% 1 50,0% 1
¢.G451>A Val/lle 26,4% 19 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2
¢.G459>A ticha mutace 6,9% 5 3,2% 1 0,0% 0 0,0% 0
c.G478>A Ala/Thr 16,7% 12 0,0% 0 100,0% 6 100,0% 2

V tabulce je popsan typ mutace, jeho pozice Vv genu a piipadnd zména aminokyseliny.
Jednotlivé zmény jsou dle vyznamu barevné odliSeny. ,,Substituce* jsou zobrazeny na bilém
pozadi a vyskytuji se pfedevSim v prvni skupiné infertilnich jedincii a u kontrol. Zfejmé se
tedy jedna o bézné jednonukleotidové polymorfismy (SNP). ,,Substituce v posunutém ctecim
ramci (RF — reading frame)“ jsou ve svétle Sedém poli a vyskytuji se od pozice 36-42, kde
pravé doslo k posunuti ¢teciho ramce. ,,.Delece” jsou zobrazeny v tmaveé Sedém poli a
vyskytovaly se u druhé podjednotky infertilnich muzt, pacientd se seminomem a Y
pozitivnich pacientek s Turnerovym syndromem. ,,Inzerce* je v cerném poli. Vyskytovala se

pouze Vv jediné pozici.
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Tabulka ¢. 11 - Srovnani vyznamnosti vSech 63 zm

infertilnich muzi a kontrolami

én mezi prvni a druhou podskupinou u

Srovnavané skupiny

Pocet zmén se statisticky
vyznamnym rozdilem

Vysledky Fischerova pfesného testu

Pocet zmén bez statisticky
vyznamného rozdilu

Kontroly x Infertilni muzi
Kontroly x 1. podjednotka infertilnich

47 (74,6%)

16 (25,4%)

o 0 (0,0%) 63 (100,0%)
muzi
Kontroly x 2. por(g Eggmka infertilnich 56 (88,9%) 7 (11,1%)

Obrazek ¢. 18 — Procentudlni zastoupeni zmén 1. exonu vV porovnavanych skupinach
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413.13

Vysledky spermiogramu U infertilnich muzia

Obrazek ¢. 19 - Vysledky spermiogramu u infertilnich jedincii
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|:| Infertilni - 1. podskupina

Graf zobrazuje vysledky spermiogramu vzhledem ke dvéma uvazovanym podskupindm
infertilnich muz. Mezi prvni a druhou podskupinou infertilnich muz nebyl na hladiné
vyznamnosti 0=0,05 prokazan statisticky vyznamny rozdil. Ve vysledku spermiogramu je p-
hodnota Pearsonova Chi-kvadrat testu rovna 0,755. Pti vypoctu Pearsonova Chi-kvadrat testu

byly vzhledem k nizkym ¢etnostem slouceny kategorie 1 az 3 miliony a 3 az 5 miliont, stejné

tak 5 az 10 milionti a vice jak 10 miliont.

. Infertilni - 2. podskupina
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41314 Srovnéani poctu kopii genu TSPY vzhledem k uvazovanym skupinam

Obrazek ¢ 20 - Pomeér infertilnich muzii vzhledem k poctu kopii genu TSPY

12.2%

Muzi s poc¢tem kopii nad 0.58 (N=32)

43.2%
Muzi s pocétem kopii pod 0.58 (N=33)

[[] Nezjisténo (N=9)

Je zde zobrazen pomér infertilnich muzi a po¢tu kopii genu TSPY vzhledem k medianu
vyskytu (0,58). Z obrazku je patrné, Ze mezi infertilnimi muzi jsou jedinci s poétem kopii

genu nad i pod medianem zastoupeni ve srovnatelné mite.

Obrazek & 21 - Pomer podskupin infertilnich muzu vzhledem K poctu kopii genu TSPY

Jedinci s po¢tem kopii nad 0,58 Jedinci s poétem kopii pod 0,58
(N=32) (N=33)

48.5%

51.5%
59.4%

|:| Infertilni - 1. podskupina
. Infertilni - 2. podskupina

Zobrazuje pomér dvou uvazovanych podskupin infertilnich muza vzhledem k po¢tu kopii

genu TSPY.
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Na hladin¢ vyznamnosti a=0,05 nebyl odhalen statisticky vyznamny rozdil v poméru
infertilnich muzl z prvni a druhé podskupiny mezi obéma uvazovanymi kategoriemi.

p-hodnota Fisherova piesného testu je rovna 0,459.

4.1.3.2 Kontroly

Ve skupiné infertilnich jedincti bylo pozorovano stejnych 26 nejcastéjich SNP, jako v prvni
podskuping infertilnich jedincti (obrazek ¢. 17 a 18, tabulka ¢. 10). Nejvice se vyskytovaly
polymorfismy v polohach c.A80>C, c.G68>A, c.A36>C. V této skupin¢ nebyly pozorovany

zadné delece ani inzerce.

4133 Pacienti se seminomem

V této skupiné byly pozorovany stejné typy polymorfismi jako v druhé podskupiné

infertilnich jedinc, tedy substituce, delece a inzerce vedouci k posunuti ¢teciho ramce.

4134 Y pozitivni pacientky s Turnerovym syndromem

V této skupin¢ dvou pacientek byly pozorovany stejné zmény v sekvenci prvniho exonu jako
u druhé podskupiny infertilnich jedincl a u pacientli se seminomem.

Stejné jako u skupiny pacientll se seminomem i v Souboru Y pozitivnich pacientek
S Turnerovym syndromem je tfeba ptihlédnout k faktu, ze se jedna o velmi malé soubory a

vysledky tedy nejsou zcela parametrickeé.

4.1.4 Koédujici oblasti — Exony 2, 3,4, 5,6

Ve zbylych péti exonech bylo zjisténo celkem 12 polymorfisml. VZdy se jednalo o substituce,
83 % z nich vedlo ke zmén¢ aminokyseliny. VSechny zmény v exonech 2, 3, 4, 5 a 6 jsou

uvedeny v tabulce ¢. 12.

Tabulka ¢ 12 — Polymorfismy v exonech 2, 3, 4, 5 a 6 genu TSPY

Poloha a typ substituce infertil. muzi kontroly seminomy TS
Zména AK 75 pocet 31 pocet 6 pocet 2 pocet

¢.493A>C Asn/His 66,7% 50 58,1% 18 83,3% 5 0,0% 0
€.526G>C Glu/GIn 36,0% 27 38,7% 12 66,7% 4 0,0% 0
c.553G>A, Val/lle 46,7% 35 54,8% 17 50,0% 3 50,0% 1
¢.556A>C Ser/Arg 56,0% 42 48,4% 15 50,0% 3 50,0% 1

¢.557G>A Ser/Asn/His 29,3% 22 45,2% 14 33,3% 2 50,0% 1
¢.702A>C Pro/Pro 17,3% 13 3,2% 1 33,3% 2 100,0% 2
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¢.741C>T ticha mutace 18,7% 14 16,1% 5 16,7% 1 50,0% 1
€.844C>T Arg/Cys 17,3% 13 16,1% 5 33,3% 2 0,0% 0
€.869G>C Arg/Thr 26,7% 20 6,5% 2 0,0% 0 50,0% 1
€.899C>T Thr/Met 65,3% 49 74,2% 23 50,0% 3 100,0% 2

¢.900G>T tichd mutace 82,7% 62 83,9% 26 83,3% 5 100,0% 2
€.914A>C GIn/Pro 24,0% 18 58,1% 18 0,0% 0 50,0% 1

U vsech skupin byla nejcastéji se vyskytujicim polymorfismech tichd mutace ¢.900G>T
vV patém exonu. U infertilnich muza se vyskytovala v 82,7 % a patfila mezi nejéastéjsi i u
ostatnich vySetfovanych skupin. Déle se jesté pomérné cCasto vyskytovaly polymorfismy

V pozicich ¢.493A>C a ¢.526G>C.

4.2 PCR in situ

In situ PCR bylo provedeno na 18 vzorcich zalitych v parafinovych bloccich a dale na 4
vzorcich nativni tkané.

V ramci jednoho vzorku byla hodnocena vzdy 3 skla a na kazdém skle bylo hodnoceno 200
neprekryvajicich se bunck. V ramci jedné buiiky (jadra) byly odhadovany pocty signala. Dale
byla hodnocena pozitivni a negativni kontrola. V ramci odecitani dat byl také posuzovan
pocet signadlu v ramci jednoho interfdzniho jadra a odhadovan tak pocet seskupeni TSPY
kopii. Tento odhad je shrnuty v tabulce ¢. 13. Ztabulky je zfejmé, Ze ve srovnani

s referen¢nimi vzorky nebylo pozorovano vétsi mnozstvi signallt v tumorodznich tkanich.

VétSina signall byla pozorovéana na okrajich jader.

Tabulka ¢. 13 — Pocet signalu TSPY a jejich lokalizace v tumoroznich tkanich

Vzorek typ tkané Primérny pocet Odhad lokalizace
signala okraj : stfed
11755/05B seminom/parafin 5,6 3:1
21452/05A varle/parafin 3,8 3:2
21253/05 A varle + nadvarle/parafin 7,5 3:2
6108 seminom/parafin 54 10:1
Z71053/01 ovarium/parafin 0,2 -
A13540/98 teratom/parafin 0,3 -
15616/06E seminom/parafin 4,8 5:2
15616/06D seminom/parafin 6,7 6:1
6892 gonadoblastom/parafin 4,9 2:1
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77/03 seminom/parafin 9,8 11
78/03 seminom/parafin 7,3 4:3
132/03 seminom/parafin 3,3 1:2
69/05 seminom/parafin 6,9 3:2
148/05 seminom/parafin 7,1 1:3
355/04 seminom/parafin nevyslo -
7758/04 seminom/parafin 2,5 1:3
95/06 seminom/parafin 5,3 1:1
4080/6 seminom/parafin nevyslo -
4412/04 seminom/nativni tkan 3,8 3:1
0778/05 seminom/nativni tkan 4.5 2:1
32/04 varle/nativni tkan 51 4:1
32/04 referen¢ni nativni tkan 4.4 2:1

Obrazek ¢. 22 - In situ PCR na vzorku seminomalni tkané zalité v parafinu (148/05). Zvétseni
1000x

4.3 Imunofluorescence - posouzeni exprese TSPY genu v tumoréznich a
fyziologickych tkanich

Srovnani exprese Vtumordznich a fyziologickych tkanich bylo provedeno pomoci

imunofluorescencni detekce znacené protilatky na 18 vzorcich tumordzni tkané zalité

V parafinu a na 4 vzorcich nativni tumoro6zni tkané (tabulka ¢. 14).

Byla pozorovéna intenzita exprese ve 4 stupnich a lokalizace navazané protilatky.
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Tabulka €. 14 - Vysledky imunofluorescencni detekce

Vzorek typ tkané intenzita lokalizace signalu specificka
fluorescence exprese
11755/05B seminom/parafin +++ okraj jadra +
21452/05A varle/parafin +++ rozptyleny +
21253/05 A varle nadvarle/parafin ++++ rozptyleny +
6108 seminom/parafin ++++ okraj jadra +
Z1053/01 ovarium/parafin + nespecificky -
A13540/98 teratom/parafin ++ nespecificky -
15616/06E seminom/parafin ++++ rozptyleny/okraj +
jadra 1:1
15616/06D seminom/parafin ++ nespecificky -
6892 gonadoblastom/parafin ++ nespecificky -
77/03 seminom/parafin +++ okraj jadra +
78/03 seminom/parafin ++++ okraj jadra +
132/03 seminom/parafin +++ nespecificky -
69/05 seminom/parafin ++ rozptyleny +
148/05 seminom/parafin +4+++ nespecificky -
355/04 seminom/parafin +++ rozptyleny/okraj +
jadra 1:2
7758/04 seminom/parafin ++ nespecificky -
95/06 seminom/parafin +++ okraj jadra +
4080/6 seminom/parafin ++ nespecificky -
4412/04 seminom/nativni tkan + nespecificky -
0778/05 seminom/nativni tkan +++ rozptyleny/okraj +
jadra 2:1
32/04 varle/nativni tkan ++++ rozptyleny +
32/04 referen¢ni nativni tkan ++ nespecificky -
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Obrazek ¢. 23 - Prima imunofluorescence (FITC) na rezu ze seminomalni tkané pomoci 1g-G

a IG-Y anti-TSPY. Zvétseno 100x.

DAPI bylo pouzito pro podbarveni jader. Zelené oznacuji navazanou protilatku.

Obrazek & 24 - Prima imunofluorescence (FITC) na rezu z varlete pomoci Ig-G a IG-Y anti-
TSPY. Zvétseno 200x.

DAPI bylo pouzito pro podbarveni jader. Zelené oznacuji navazanou protilatku. Na fezu jsou
vidét struktury typické pro testikuldrni tkdn. Zralé spermie v obrazku vykazuji faleSné

pozitivni fluorescenci.
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Obrazek ¢ 25 - Ovaridlni tkan jako negativni Kontrola. Zvétseno 200X,

Na zékladé imunofluorescencni analyzy byla detekovana pozitivni specifickd fluorescence u
ezl z tkani zalitych v parafinu u 8 seminomt, u teratomu a gonadoblastomu.

U negativni kontroly nebyla prokdzana specifickd vazba protilatky. Ze dvou zkoumanych
preparatli seminomi nativnich tkani byl jeden pozitivni, rovnéz pozitivni kontrola vykazovala
specifické navazani protilatky.

Lokalizace signalu byla v pfipadé seminoml pozorovana vétSinou na okrajich jader, zatimco
Vv ptipadé€ fezli z varlat byl pozorovan rozptyleny signal.

Vyssi pozadi bylo zplisobeno nespecifickou fluorescenci, kterd byla pozorovéana i na fezech
bez aplikované protilatky.

Exprese byla dale posouzena analyzou genu TSPY na trovni cDNA na 2 vzorcich seminomut
z nativni tkan€ a 2 kontrolnich vzorcich (negativni referen¢ni tkan, pozitivni testes) nativni
tkan¢. Detekce byly provedeny jednak pomoci duplexu paru primeri specifickych pro mRNA
genu TSPY a jednak pro kazdy primer zvlast. Pozitivni PCR produkty byly zjiStény u
pozitivniho kontrolniho vzorku stejn€ tak u 1 vzorku ze seminomu (nebyl shledan rozdil
vurovni exprese). Tento vzorek seminomu byl také specificky pozitivni pfi

imunofluorescencénim vysetieni.
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5. Diskuze a zavéry

Hledani novych kandidat v oblasti molekularn¢ gemetickych pticin muzské neplodnosti je
velmi aktualni problém. Diky podilu na regulaci spermatogeneze se na seznam kandidatnich
geni dostal i TSPY. Byl podroben sekvenéni analyze s cilem nalézt polymorfismy, jez by
bylo mozné asociovat s poruchou plodnosti u infertilnich muza.

Exprese a lokalizace genu TSPY byla dale posuzovana ve fyziologickych a tumordznich
tkanich.

Lau a jeho kolegové popsali v roce 2003 nejdiive 3 hlavni transkripty a poté dalsi, vzacnéjsi.
Jako hlavni a nejhojnéj$i byl popsan transkript oznaceny TSPY1. M4 308 aminokyselin
(Schnieders et al. 1996) a 35,1 kDa.

Druhy nejcastéjsi transkript byl popsan jako TSPY2. Pochazi z jiného RNA sesttihu, ktery ma
akceptorové sestiihové misto 11 nukleotidi pfed patym exonem (Zhang et al. 1992).

Tieti transkript, TSPY3, vznika ,,in frame® inzerci 18 bp v 1. exonu. VSechny tfi typy

transkriptll maji stejny ORF (Lau et al. 2003).

Existuji dalSi, méné Casté transkripty, popsané v uvodu prace, jako napt. sestiihy mezi 29.
kodonem a dal§imi dvéma sestfihovymi misty:

#29 ... #117

#20..... #134

#29..... #169 (uz 2. exon)

¢i preskoky v intronech (Lau et al. 2003).

Dalsi pozménéné transkripty (vétSinou se jednalo o substituce v prvnim exonu):

Napft. kodon 45 (GTG/GTA), polymorfismus pro Valin (Dechend et al. 2000):
Kodon 92 (CCC/CGA), Pro/Arg (Lau et al. 2003)

Kodon 93 (CGC/GCA), Arg/Ala (Lau et al. 2003)

Kodon 195 (CCT/CGT), Pro/Arg (Dechend et al. 2000)

Studie Kido a Lau (2005) ukazuji vice typa uprav RNA, véetné skrytych intronovych mist

nebo donor ¢i akceptorovych mist. Transkripty potom vykazuji rizné velikosti 1 vlastnosti.
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Zkracené formy TSPY proteinu mohou byt pfednostné exprimovany v kulatych spermatidach,
zatimco ve spermatogoniich jsou exprimovany ob¢ formy, zkracené i nezkracené. To ukazuje,
ze TSPY exprese mize byt v riznych fazich spermatickych bunék daleko komplikovangjsi
nez se predpokladalo (Kido a Lau 2005).

5.1 Promotorova oblast (5"UTR)

1,3 kb velkou promotorovou oblast TSPY genu popsala Skawranova s kolegy (2005).
Nalezeny zde byly lokusy pro transkripéni faktory AP-2 a SP-1 (proti sméru zacatku
transkripce) a dva CCCAAT motivy na pozicich -218 a -632 (proti sméru zacatku
transkripce), na které se vazou ¢lenové proteinové rodiny SRY/Sox. TATA box v promotoru
TSPY genu totiz chybi (Skawran et al. 2005).

Ve skupiné nami vySetfovanych infertilnich muzd, seminomu, Y pozitivnich pacientek
S Turnerovym syndromem a kontrol byly nalezeny polymorfismy v 5"UTR oblasti v pozicich
- 80, - 51, - 50, - 39 a - 8. Polymorfismy v pozicich - 51, - 50 (proti sméru zacatku
transkripce) jsou pravé v jednom z AP-2 motivi. V obou pozicich jde o substituci thyminem
za puvodni cytosin. Tyto dvé substituce byly zastoupeny u 91,9 % infertilnich muzi a u 74,2
% kontrol. VVzhledem k tomu, Ze se tento jev vyskytoval pomérné ¢asto, jak u vySetfovanych

jedincd, tak u kontrol, bude se zfejmé jednat o Casty polymorfismus vyskytujici se v populaci.

5.2 Prvni exon TSPY genu

V prvnim exonu genu TSPY bylo popsano jiz n€kolik zmén, vedoucich diky rozmanitym
sestfihovym mistim k rizné¢ dlouhym transkriptim. Dfive popsané zmény, vyskytujici se

V prvnim exonu, byly srovnany s naSimi vysledky:

1/ Substituce v kodonu 45 (pozice v c.DNA 135 GTG/GTA popsano Dechendem et al. 2000)

byla nalezena u ptiblizné poloviny infertilnich jedincti (31/74), vSech pacientl se seminomem
(6/6) a obou Y pozitivnich pacientek s Turnerovym syndromem (2/2). Nevyskytovala se ani

jednou u kontrol. Jedna se o tichou mutaci.

2/ Delece kodonu 87 EXON 1A (popsano Lauem et al. 2003). V této pozici nebyla u naSich

vzorkll pozorovana delece, ale substituce a to v pozici ¢.DNA 260 CGG/CAG. Byla nalezena

u 24 % (18/74) infertilnich jedinci, vSech pacientil se seminomem (6/6) a obou Y pozitivnich
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pacientek s Turnerovym syndromem (2/2). Nevyskytovala se ani jednou u kontrol. Na trovni

aminokyselin je ptivodni arginin nahrazen glutaminem.

3/ Substituce v kodonu 92 (pozice v c.DNA 275, 276 CGG/CCC popsano Lauem et al. 2003)

nebyly pozorovany u zddného z vySetiovanych vzorku.

4/ Substituce v kodonu 93 (pozice v c.DNA 277, 278) CGC/GCA popsano Lauem et al.

2003). V pozici 277 byla u naSich vzorkti pozorovana delece, ne substituce, a to u 24 %
infertilnich muza (18/74), vSech pacientl se seminomem (6/6) a obou Y pozitivnich pacientek
S Turnerovym syndromem (2/2). Delece jednoho nukleotidu mize vést k posunuti ¢teciho
ramce. Zména v pozici 288 nebyla pozorovdna u zadného z naSich vySetfovanych vzorkd.

V souboru kontrol nebyla v tomto kodonu pozorovana zadna zména.

5/ Delece 104. kodonu (ACC) EXON 2A (popsano Lauem et al. 2003) nebyla pozorovana u

zadného z nasich vysetfovanych vzorki.

6/ Delece kodonu 139 (EXON 3A CGG/CGA, popsano Lauem et al. 2003). V tomto kodonu
nebyla nalezena delece, ale substituce v pozici v ¢.DNA 417, a to u 12% (9/75) infertilnich
jedinct, jednoho pacienta se seminomem (1/6) a jedné Y pozitivni pacientky s Turnerovym

syndromem (1/2). U kontrol se nevyskytovala. Jednalo se o tichou mutaci.

Krom vyse uvedenych zmén v sekvenci genu TSPY byly vnami vySetiované skupiné
infertilnich jedincii pozorovany jesté¢ jiné substituce, delece i1 inzerce. Pravé spektrum a
Cetnost téchto polymorfismii rozdélily skupinu infertilnich muzt piiblizné na poloviny. Bylo
hodnoceno, o jaky typ mutace se jedna, u kolika jedinct se vyskytuje a jestli dochdzi ke

zméng V primarni struktute.

Prvni dvé substituce v pozicich ¢.T16>C a ¢.T25>C byly ptfitomny u vétsi €asti infertilnich
muzu 1 kontrol. Zasadni zména v pozici 36 vSak rozdélila infertilni jedince na dvé skupiny. U
jedné casti infertilnich muzt je zde substituce c.A36>C, u druhé c¢asti doslo k deleci a
substituci v poloze 36 - 42. U skupiny, kde se vyskytovala tato delece, se jiz dale vyskytovalo
zcela jiné spektrum mutaci neZz u skupiny infertilnich muzt bez delece v pozici 36 — 42,
Zatimco Vv prvni ¢asti infertilnich muzi se vyskytovaly jen substituce, u druhé c¢asti se

vyskytovaly substituce, delece i inzerce.
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Exon 1 — Prvni skupina infertilnich jedincu

V této skupiné se vyskytovaly pouze substituce. Bylo sledovano nejcastéjSich 26 SNP.
VétSina z nich (74 %) vedla ke zméné aminokyseliny, zbytek byly tiché mutace. S vyjimkou
tii SNP (c.G214>A Ala/Thr, c.G354>A /ticha mutace/ a ¢.G451>A Val/lle) se vSechny ostatni
substituce vyskytovaly jak u této skupiny infertilnich muzd, tak u kontrol, takze se zfejmé
jedna o bézné rozsifené polymorfismy. Vzhledem k tomu, ze je spektrum polymorfismt u
prvni skupiny muzi do velké miry podobné jako u kontrol, l1ze piedpokladat, ze zadny z
uvedenych SNP (Obrazek ¢. 14 a 17) nevede k zavaznym zménam ¢&i poskozeni funkce a

struktury prvniho exonu genu.

Exon 1 - Druhé skupina infertilnich jedincu

V této skupiné infertilnich muzii byly pozorovany vyznamné zmény, z nichz nékteré mohly

znacn¢ ovlivnit vlastnosti transkriptu.

V pozici 36 — 42 doSlo k deleci a substituci. V pivodni sekvenci AGAGAGG dochazi
k ¢tyfnukleotidové deleci a dvounukleotidové substituci.

AGAGAGG je nahrazena sekvenci CAT. Pfedpokladame, Ze jeden adenin je plvodni, ale
nedokaZeme urcit ktery. Stejné tak nedokazeme urcit, které nukleotidy jsou deletované a které

nahrazené.

Za delecemi v pozici 36 - 42 byly nalezeny zcela jiné typy mutaci neZ u prvni skupiny a

kontrol. Celkem 31 substituci, 18 bodovych deleci a 1 inzerce.

Pti souctu vSech té€chto zasahl do sekvence prvniho exonu vychdzi, Ze z plivodni délky 486
nukleotidll by byl vysledkem transkript o délce 469 nukleotidi. Doslo ke zkraceni trankriptu o

17 bp a piedevsim k posunuti ¢teciho ramce!

Gen TSPY koduje 308 aminokyselin (Schnieders et al. 1996). V této zkracené sekvenci byl
nalezen stop kodon TGA (opal) v kodonu 67. V piipadé, ze dojde k ukonceni transkripce
V kodonu 67, ma transkript jen 198 bazi, tedy 66 aminokyselin. Prvni exon za standardnich
podminek koéduje 162 aminokyselin. Diky pfedCasnému stop kodonu dojde ke zkraceni o

témer celé dvé tetiny transkribovaného prvniho exonu.
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Pro TSPY gen je charakteristicka ptitomnost SET/NAPI specifické domény v oblasti 111. az
288. kodonu. Prvni exon se na ni podili od 111. do 162. kodonu, tedy prvnimi 50
aminokyselinami. Diky pfedCasné¢ ukon¢enému transkriptu, dlouhému jen 66 aminokyselin,

by doména chybéla.

Exon 1 — Pacienti se seminomem

U pacientll se seminomem se vyskytoval podobny charakter zmén jako ve druhé skupiné
infertilnich jedinci, tedy substituce, delece i inzerce, vedouci k moznému vzniku stop kodonu

(tabulka &. 10).

Exon 1 — Y pozitivni pacientky s Turnerovym syndromem

U Y pozitivnich pacientek s Turnerovym syndromem se vyskytovalo rovnéz stejné spektrum
zmén jako ve druhé skupiné infertilnich jedincii a u pacientll se seminomem; substituce,

delece i inzerce (tabulka ¢. 10).

53 Exony 2,3, 4,5a6

V ostatnich exonech genu TSPY bylo nalezeno celkem 12 polymorfismi, vzdy substituce.
Vétsina z nich vedla ke zmén€ aminokyseliny. VSechny z nich se vyskytovaly ve vSech
vySetfovanych skupindch, tedy i u kontrol. Jedna se ziejm¢ o béZné SNP bez zjevného vlivu

na vlastnosti transkriptu.

54 Intronové oblasti

Zmény v intronovych oblastech se v rdmci porovnavanych skupin trochu lisily. Spole¢né bylo
napiiklad to, Ze zde nebyly nalezeny Zadné zmény v intronu 4 a nejcastéji se vyskytovaly
substituce. | vzhledem k velikosti intrond je nasnadé, ze bylo nejvic zmén pozorovano v 1.
intronu.

Mezi souborem vySetfovanych infertilnich muZza a kontrolami nebyl nalezen Zadny vyznamny
rozdil. Lze ptedpokladat, Ze tyto zmény nemaji Z4dny zésadni vliv na sestfih genového

produktu.
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Soubory pacientii se seminomem a Y pozitivnich pacientek s Turnerovym syndromem jsou
bohuzel oba velmi malé, nespliiuji podminky parametrického testovani a dochazi zde tudiz pti

statistickém hodnoceni k chybé malych cisel.

55 Hodnoceni korelace sekven¢nich zmén a spermiogramu

V poslednich letech bylo publikovano nékolik praci, které se snazili odhalit, zda existuje
vztah mezi poctem kopii genu TSPY a muzskou neplodnosti.

Dle Vodicky et al. (2007) korelace mezi poruchou plodnosti u muzi a poctem kopii TSPY
genu existuje. Relativni pocet kopii je u infertilnich muzi vyssi, s vyjimkou muzl, u nichz
byla nalezena delece v oblasti AZFa (Vodicka et al. 2007).

Giachini et al. (2009) publikoval vysledky, kde je naopak nizky pocet kopii TSPY jednim
Z hlavnich faktorti, jez pfispivaji k muzské neplodnosti. A podle Nickkholgh et al. (2009)
korelace mezi poskozenim spermatogeneze a poctem kopii genu TSPY neexistuje.

Na zakladé téchto tii rozdilnych studii je nutno vzit v ivahu, Ze studie probihaly na rtiznych
populacich a byla pouzita jind metodika.

Presny pocet exprimovanych kopii u ndmi analyzovanych vzorki nelze urcit. Exprese mlze
byt ovlivnéna délkou promotoru nebo jeho methylaci. Ta muze spolu se sekvenci genu
ovlivnit transkripéni aktivitu a sekundarni strukturu genového produktu.

Pti hodnoceni elektroforetogramu bylo ptitomno v sekvenci asi 20% pozadi, u které¢ho nesla
hodnotit sekvence. Je tedy mozné, Ze jsme nehodnotili az 20 % kopii genu. VSechny ostatni
¢itelné sekvence byly hodnoceny.

Pti hodnoceni genového produktu a jeho funkce, respektive selhani funkce, je tfeba brat
v uvahu i jeho multikopiovy charakter. Pfi PCR je amplifikovana a néasledné detekovana
majoritni sekvence. Pomoci PCR nelze detekovat a hodnotit sekvenci vSech kopii. Pfi
hodnoceni tedy popisujeme vétSinovou sekvenci; menSinova je nam skryta. Pokud je

ptitomna, mohla by napt. kompenzovat nefunkéni transkripty sekvence majoritnich kopii.

5.6 Srovnani poétu kopii TSPY a genového polymorfismu v podskupinach

infertilnich jedincu

Pomér neplodnych muzii v prvni a druhé podjednotce byl pomoci Fischerova piesného testu

srovnan s medidnem poctu kopii (0,58). Obrazek ¢. 21 ukazuje, ze zmény v jednotlivych
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podskupinach a pocet muzi S po¢tem kopii genu nad a pod medianem, jsou srovnatelné. V
podilu neplodnych muzt z prvni a druhé podjednotky nebyl na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05
nalezen statisticky vyznamny rozdil.

U neplodnych muzi byl téz srovnan pocet kopii genu a zmény v sekvenci, které vedly ke
zméné Cteciho ramce. U pfiblizné poloviny infertilnich muza byl pocet kopii nad medidnem
0,58. U 40,6 % neplodnych muzi s vys$$im poctem kopii byly v 1. exonu nalezeny substituce,
delece a inzerce., které vedly k posunu ¢teciho radmce a zkraceni transkriptu prvniho exonu. U
zbylych 59.4 % muzil s vy$§im poctem kopii byly nalezeny jen substituce vyskytujici se
rovnéz u kontrol. Zadna vzajemna korelace mezi skupinou muzi s delecemi a inzercemi a

vys$§im poctem kopii nebyla potvrzena.

5.7 Srovnani spermiogramu a zasadnich zmén vedoucich k posunu ¢teciho

ramce u infertilnich muzu

Spermiogram byl hodnocen pouze u neplodnych muzi. U kontrol hodnocen nebyl kvuli
pozitivnim vysledkiim paternitni analyzy. Jejich spermiogram byl tedy v poradku.
Porovnanim spermiogramu neplodnych muzii a zmén vedoucich k posunu ¢teciho rdmce se
ukazalo, ze je tato distribuce nahodna a neni zde zadny signifikantni rozdil.

Pocet muzii ve skupinach rozdélenych dle spermiogramu (obrazek ¢. 19) je maly, takze

vysledky mohou byt zkresleny.

5.8 Posouzeni exprese TSPY genu imunofluorescenéni detekci a PCR in situ

Expresni studie jednoznacné potvrdily pfitomnost TSPY proteinu v tkdnich seminomu, coz
koresponduje s ne¢kterymi jiz publikovanymi studiemi. Ukazal se zajimavy rozdil v lokalizaci
pozitivniho signdlu v bunikdch zdravych testikuldrnich tkdnich a v seminomech. Zatimco
v bunikach seminomu byl signadl pozorovan pii okrajich jader, ve zdravych buinkach byly
signaly rozptylené a rozmistény spiSe nahodné.Pro hodnoceni poctu repetic u nadorovych
tkanich se ukézaly molekuldrné-cytogenetické metody jako nepfili§ vhodné. Jsou malo citlivé
a Casove¢ narocné. Nadoroveé tkan€ maji oproti tém fyziologickym pomérné odliSnou strukturu.
Jsou vice ¢ méné vazivovité, ¢imZ znesnadiuji napiiklad dokonalé prostoupeni
rozpoustédlim, digestivnim ¢inidlim (enzymy) ¢i barviviim. Pro kvantifikaci TSPY klastri
by byla tato metoda vhodna, ale zde je tfeba mit metafazni chromozomy, coz je v piipadé

bungk, které nelze kultivovat, nemozné.
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6. Souhrn

Pti¢iny muzské neplodnosti mohou byt vrozené nebo ziskané. Nejcastéji se jedna o kombinaci
obojiho. Geneticky podminéné selhani nebo zhorSeni spermatogeneze muze byt ovlivnéno az
150 geny. Vétsina praci této problematiky je zaméfena na kandidatni geny z oblasti AZF.

Jednim z dalSich kandidatnich gent je TSPY. Gen TSPY je gen kodujici testes specificky
protein. Jedna se o multikopiovy gen. Pocet kopii se pohybuje od 30 do 60. Gen ma piiblizné
2,8 kb a obsahuje 6 exont a 5 intronti. Pfedpokladanymi funkcemi je uloha proliferacniho
faktoru ve spermatogenezi a regulace genové exprese. TSPY je fyziologicky exprimovan
v tkéni varlete. Dale byla zjiSténa exprese v patologickych tkdnich (prekurzory tumort,

karcinomy in situ, seminomy a dalSich).

Cilem prace bylo porovnani sekven¢nich polymorfismi v genu TSPY, kvantifikace
relativniho poctu repetic a posouzeni exprese genu ve fyziologickych a patologickych tkanich
u neplodnych muZzl, pacienti se seminomem, Y pozitivnich pacientek s Turnerovym

syndromem a kontrolniho souboru.

Jednotlivé vzorky byly vySetfeny pomoci PCR, sekvenacni analyzy, PCR in situ a

imunofluorescence a statisticky vyhodnoceny.

Vyznamné zmény byly nalezeny v prvnim exonu. U poloviny neplodnych muzi a kontrol bylo
sledovano 26 nejcastéjSich polymorfismi s podobnym patternem. U druhé poloviny
neplodnych muzl byly nalezeny velmi dllezité zmény generujici stop kodon v prvni tfetiné
exonu 1. PredCasné ukonceni transkripce by zkratilo protein o 78 %. Tento typ zmény nebyl
nalezen v kontrolnim souboru.

Korelace mezi spermiogramem a zménami, jez vedou ke zméné ¢teciho ramce nebyla

nalezena, stejné jako rozdéleni muzii u nichz se vyskytovaly delece a inzerce bylo nahodné.
Zmény nalezené¢ v prvnim exonu genu TSPY by mohly znané posSkodit proces
spermatogeneze. Tyto poznatky mohou zna¢né rozsifit naSe znalosti o molekuldrné

genetickych pfi¢indch muzské neplodnosti.

Klicova slova: gen TSPY, muzska neplodnost,Y chromozom, doména SET/NAP
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Summary

The causes of male infertility can be congenital or acquired. Most often it is a combination of
both. Genetically determined failure or deterioration of spermatogenesis may be affected up to
150 genes. Most of these studies are focused on AZF candidate genes.

Another candidate gene is TSPY, which encodes the testis-specific protein. It is a multi-copy
gene. Number of copies varies from 30 to 60. The gene has approximately 2.8 kb and contains
6 exons and 5 introns.

There are expected functions: the role of proliferative factor in spermatogenesis and the gene
expression regulation.

TSPY is expressed in testes tissue. There was described expression in pathological tissue too

(tumors, carcinoma in situ, seminoma etc).

The aim of this study was to compare sequence polymorphisms in the gene TSPY, quantify the
copy number and gene expression assessment in physiological and pathological tissue in

infertile men, patients with seminoma, Y-positive patients with Turner syndrome and controls.

There were analyzed 75 infertile men and 31 fertile controls using PCR, conventional

sequencing analysis, PCR in situ a immunofluorescence.

The most remarkable changes were found in the 1% exon only. In one half of the both infertile
men and fertile controls, the most frequent finding was 26 SNPs with a similar pattern. In the
other half we found highly relevant changes, generating a stop codon in the first third of exon
1. Early termination cut down the protein by 78 %. This kind of change was not found in the
fertile controls. No correlation was found between the spermiogram and the changes leading
to the stop codon. The distribution of men with deletions, insertion and higher gene copy

number was not statistically different.
The changes found in exon 1 in infertile men could fundamentally affect the process of
spermatogenesis. These findings could significantly enhance our understanding of the

molecular-genetic causes of male infertility.

Keywords: TSPY gene, male infertility, Y chromosome, SET/NAP domain
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8. Seznam pouzitych zkratek

AMELY Amelogenin vazany na Y chromozom

AP2 Aktivac¢ni protein 2

ASMTL Acetyl serotonin N-methyltransferaza

AZF Azoospermicky faktor

BLAST Basic local alignment search tool

BPY?2 Testis specificky basic protein Y 2

BSA Bovinni sérovy albumin

CD99 Diferencia¢ni faktor (Cluster of Differentiation 99)
CDY Testis specificky chromodoménovy protein Y
CRLF2 Cytokinovy receptor (Cytokine receptor-like factor 2)
CSF2RA Stimula¢ni faktor receptoru alfa (Granulocyte macrophage colony-stimulating

factor receptor alpha)

DAZ Deletovano v azoospermii (Deleted in azoospermia)

DAZL Piibuzné deletovano v azoospermii (Deleted in azoospermia-like)
CDK Cyklin dependentni kindza

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindol

DHRSXY  Dehydrogenaza/reduktaza (SDR rodina) vazana na X chromozom
DNA Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

DYZ5 Amplifikovany DNA usek na Y chromozomu

EDTA Ethylen diamin tetra-octova kyselina (Ethylen diamin tetra-acetic acid)
FITC Fluorescein isothiokyanat

FSH Folikul stimula¢ni hormon

GEO Gene Expression Omnibus

GFP Zeleny fluorescencni protein (Green Fluorescein Protein)

GTPBP6 GTP vazany protein 6 (GTP binding protein 6)

HNSCC Gen pro pinocelularni karcinom hlavy a krku (Head and neck squamous cell
carcinoma)

HSFY Transkrip¢ni faktor tepelného Soku (Heat shock transcriptional factor on Y)

IBT Test na piitomnost protilatek ve spermatu (Immunobead test)

IL3RA Gen pro receptor interleukinu alfa (Interleukin 3 receptor alpha)

ILO9R Receptor pro interleukin 9

ISH In situ hybridizace
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KLH
LH
LSCC
MAR
MSY
NF-Y
NRY
ORF
P2RY8
PAR
PBS
PCR
PDA
PLCXD1

PPP2R3B

PRINS
PRKY
PRY
RBM
RNA
SET/NAP

SFRS17A
SHOX
SIDDT

SLC25A6
SNP
SOX9
SPGY
SPRY3

Nosny protein (kuproprotein) vazajici kyslik (Keyhole limpet hemocyanin)
Luteiniza¢ni hormon

Spinocelularni karcinom plic (Lung squamous cell carcinoma)
Imunologicky test na muzskou neplodnost (Mixed antiglobulin reaction test)
Pro muze specificka oblast na Y chromozomu (Male-specific region)
Nuklearni faktor (Nuclear factor)

Nerekombinantni oblast na chromozomu Y (Non-recombinant region Y)
Otevieny ¢teci ramec (Open reading frame)

Purinoreceptor P2Y 8 (Purinergic receptor P2Y 8)

Pseudoautozomalni oblast na chromozomu Y (Pseudoautosomal region)
Fosfatovy pufr (Phosphate buffered saline)

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)

Diskriminaéni analyza (Penalized discriminant analysis)

Fosfatidylinositol specificka fosfolipaza (Phosphatidylinositol-specific
phospholipase C, X domain containing 1)

Serin/threonine-proteinova fosfataza (Serine/threonine-protein phosphatase 2A
regulatory subunit B" subunit beta)

In situ PCR

Serin/treonine-protein kinaza

Y vézany tyrosin fosfatazovy N13 ptibuzny protein

Retinoblastomovy tumor supresorovy gen

Ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

Protoonkofakgen SET (Suppressor of variegation, enhancer of zeste and
trithorax) a tor kompletujici nukleozom (Nucleosome assembling protein)
Sestfihovy, na arginin a serin bohaty, 17A faktor

Gen asociovany s malym vzrastem (Short stature homeobox gene)

Syndrom nahlého umrti kojenci, spojeny s dysgenezi testes (Sudden infant
death with dysgenesis of testes)

Nosi¢ rodiny 25, ¢len 6 (Solute carrier family 25 member 6)
Jednonukleotidovy polymorfismus (Single nucleotide polymorphism)

SRY -related high-mobility group [HMG] box 9

Gen pro spermatogenezi (Spermatogenesis gene on Y)

Protein sprouty homolog 3
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SRY
SYBL1
TE
TSPX
TSPY
TSPYL

UTR
VCY
WASHG6P
WHO
WT-1
XKRY

ZBED1

Oblast na chromozomu Y urcujici pohlavi (Sex determining region)
Synaptobrevin-like 1

Pufr obsahujici TRIS a EDTA

Testis specificky protein na X chromozomu

Testis specificky protein na Y chromozomu

Podobny testis specificky protein na Y chromozomu (Testis Specific Protein on
Y chromosome — like)

Nepiekladana oblast (UnTranslated Region)

Ruzné nabity protein (Variably charged protein on Y)

Homolog 6 proteinové rodiny WAS (WAS protein family homolog 6)

Svétova zdravotnicka organizace (World health organization)

Gen pro Wilmsuv tumor (Wilm’s tumor gene)

Prekurzor krevni skupiny dle Kella (X Kell blood group precursor-related Y-
linked)

BED doména se zinkovym prstem, obsahujici protein 1 (Zinc finger BED

domain-containing protein 1)
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9. Prilohy

Ptiloha €. 1 — Informovany souhlas

Souhlas klienta s genetickym laboratornim vySetienim

Ugel genetického laboratorniho vysetieni:

Vazena pani, vazeny pane, pracovnici Ustavu lékaiské genetiky a fetalni mediciny, Porodnicko-gynekologycké
kliniky, Urologické kliniky a Ustavu patologie LF UP Olomouc a FN Olomouc se na Vas obraceji s zadosti 0
poskytnuti vzorku Vasi tkan€ a/nebo periferni krve ke genetické analyze. Divodem provedeni genetické analyzy
je vyzkumna prace, ktera by mohla odhalit dosud neobjasnéné pfic¢iny tumorogeneze, infertility a patogeneze
gonad. Nabizime Vam moznost za¢lenéni do naseho vyzkumu, ze kterého mizete kdykoliv v jeho prubéhu
vystoupit a nebude to mit pro Vas zadny dopad na dalsi 1écebny postup.

Piedpokladany prospéch tohoto vySetieni: PresnéjSi a rychlejsi odhalovani pri¢in patologii gonad ve
vztahu k tumorogenezi a gametogenezi.

A. Prohlaseni lékare

Prohlauji, Ze jsem vySetfované/mu (zakonnému zastupci vySetfovaného) jasné a srozumitelné vysvétlil/a ucel,
povahu, ptedpokladany prospéch, nasledky i mozna rizika vyse uvedeného genetického laboratorniho vysetieni.
RovnéZ jsem vySetfovanou osobu seznamil/a s moznymi vysledky a s dasledky toho, Ze by vySetfeni nebylo
mozno za vySe uvedenym Géelem provést (nezdafilo by se) nebo by nemélo potiebnou vypovidaci schopnost pro
naplnéni sledovaného tcelu. Seznamil/a jsem vySetfovanou osobu (zékonného zéstupce) i s moznymi riziky a
duasledky v ptipadé odmitnuti tohoto vysetfeni. Vysledky laboratorniho vySetfeni budou divérné a nebudou bez
souhlasu vysetfované osoby/zakonného zastupce sdélovany treti strané, pokud platné pravni predpisy neurcuji
jinak.

Podpis: ..o Dne....cocooeeeveviiiinnn, 200 i
B. Prohlaseni vySetfované osoby

Potvrzuji, ze mi bylo poskytnuto genetické poradenstvi ke genetickému laboratornimu vySetfeni za ucelem jak
uvedeno shora. V§e mi bylo sdéleno a vysvétleno jasné a srozumitelné. Mél/a jsem moznost ve si fadné, v klidu
a v dostate¢né poskytnutém ¢ase zvazit, mél/a jsem moznost se 1ékafe zeptat na vSe, co jsem povazoval/a za pro
mne podstatné a potiebné védét a probrat s nim vse, ¢emu jsem nerozumél/a. Na ty to mé dotazy jsem dostal/a
jasnou a srozumitelnou odpovéd.

B. 1 Za tcelem vySe uvedenym souhlasim s odbérem dale uvedeného vzorku z mého téla a s provedenim
téchto vySetieni:

Kultivace bunék z odebranych tkani a Molekuldrné geneticka vySetieni

Vysetieni DNA/RNA/proteinu z postizené a referenéni odebrané tkané€ a/nebo periferni krve.

Ze vzorku:
O zilni krev U gonadalni tkan
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B. 2 Dale si preji nasledujici:

e  Abych s vysledky genetického laboratorniho vySetieni : byl(a) / nebyl(a) seznamen (a)*
e Aby o vysledku vysetfeni byly informovany nasledujici osoby:

e Souhlasim/ nesouhlasim *s pfipadnym zapsanim mé osoby do registru nemocnych

L] 10 ) o1 13
* yybranou variantu oznacte

B. 3 Rozhodl (a) jsem, Ze se vzorkem bude po ukondeni testovani naloZeno takto:

O Pokud to bude mozné, bude muj vzorek (vzorky) skladovan pro dalsi analyzu provedenou k mému
prospéchu a prospéchu mé rodiny, ale vzdy budu pted dal§im vySetfenim poucena a nové navrhovana
geneticka laboratorni vySetfeni budou provedena az s mym aktualnim informovanym souhlasem.

O Muj vzorek (vzorky) bude po provedeni genetického laboratorniho vySetieni zlikvidovan s tim rizikem,
ze nebude jiz mozné v budoucnosti vysledek vySetfeni v piipadé potieby znovu ovéfit a pro dalsi
genetické testovani bude nutny novy odbér materialu.

o Souhlasim s anonymnim vyuzitim DNA k lékafskému vyzkumu

o Nesouhlasim s anonymnim vyuzitim DNA Kk 1ékafskému vyzkumu

O D o

Na zikladé tohoto pouceni prohlasuji, Ze souhlasim s odbérem piislusSného vzorku z mého téla a s
provedenim vyse popsaného genetického laboratorniho vySetifeni s podminkami jak uvedeny vyse.

Jsem si védom/a toho, Zze svij souhlas mohu kdykoliv odvolat.

Tento informovany souhlas je vyhotoven ve dvou stejnopisech, z nichz jeden obdrzi vySetfovana osoba (zékonny
zastupce) a druhy informujici 1ékar.

Pro potteby ostatnich subjektd, podilejicich se na diagnostice, se poskytuje (Iékafem potvrzena) kopie tohoto
dokumentu.
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