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Raziskave genomike reprodukcije pri sesalcih so pomembne iz dveh glavnih razlogov: 1.) z
neplodnostjo se v moderni druzbi sreca Ze kar vsak Sesti par in pri 30% neplodnih parov so
vzroki pri moskem; 2.) odkrivanje genov, povezanih z dobrimi reproduktivnimi lastnostmi,
je zelo pomembno pri vzreji domacih zivali. Neplodnost je pogosto posledica razli¢nih
genetskih nepravilnosti med katerimi jih je veliko $e neznanih. Reprodukcijo preucujejo
Stevilne raziskovalne skupine z razliénimi raziskovalnimi pristopi, zato so genomske
informacije zelo razprsene v razli¢nih podatkovnih zbirkah in publikacijah. Namen naloge je
zato bil izdelati centralno spletno mesto za zbiranje in urejanje genetskih lokusov, povezanih
z reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev. 1z razli¢nih podatkovnih zbirk smo zbrali 1069
razli¢nih lokusov, ki so bili do sedaj povezani z zmanjS$ano reprodukcijo pri moSkem spolu
sesalcev. Zdruzili smo podatke pridobljene pri razli¢nih Zivalskih vrstah (¢lovek, bik, konj,
merjasec, oven, mi§, in podgana) in z razli¢nimi raziskovalnimi pristopi kot so: razli¢ice v
stevilu kopij, kvantitativni lokusi, dedni sindromi in razvojne nepravilnosti, ki vsebujejo
neplodnost v svoji klini¢ni sliki, modeli misi, asociacijske $tudije, transkriptomske studije,
nekodirajoée RNA, proteomske, metabolomske in epigenomske Studije. Na osnovi razvite
zbirke smo z uporabo bioinformacijskega orodja DAVID Bioinformatics Resources 6.7
izvedli obogatitveno analizo kandidatnih genov in ugotovili, da so zbrani geni uvrséeni v
263 bioloskih poti. Trinajst genov, prisotnih v vsaki izmed prvih desetih bioloskih poti, Smo
predlagali za mo¢nejSe kandidatne gene odgovorne za reprodukcijo pri sesalcih. To napoved
smo preverili na eksperimentalnin podatkih iz podatkovne zbirke MPD (angl. Mouse
Phenome Database). Primerjali smo dve plodni ( C57BL/6J, FVB/NJ) in dve slabo plodni
inbridirani mi§ji liniji (AKR/J, C3H/HeJ), ki se razlikujejo glede na Stevilo semencic v
semenski tekocini. Pri Sestih izmed 13 predlaganih kandidatnih genov smo nasli razlike v
razporeditvi alelov med plodnimi in manj plodnimi linijami: Brca2, Pafahlbl, Oca2,
Zbtb16, Fancg in Kit. 1zdelani seznam kandidatnih genov je primeren za eksperimentalno
preverjanje v medicini in zivinoreji ter za izdelavo genskega testa, za identifikacijo lokusov
povezanih z reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev.
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AB Studies of mammalian reproductive genomics are important for two main reasons: 1)
infertility is a common problem in the modern society affecting one in six couples with an
estimate of 30% male infertility 2) identification of genes associated with good reproductive
traits is very important in animal breeding. Various genetic disorders are the cause for
infertility, many of them are still unknown. A large number of research groups study
reproduction using different research approaches hence genomic information is scattered in
various databases and publications. The aim of this study was therefore to create a central
online database for collection and compilation of genetics loci associated with male
reproduction in mammals. We performed a literature search and assembled 1069 different
genetic loci associated with male infertility. Data were integrated from different species
(human, cattle, horse, pig, sheep, mouse, and rat) and by using different approaches
including copy number variations, quantitative trait loci, syndromes and disorders
displaying infertility, mouse models, association studies, transcriptomics, noncoding RNA,
proteomic, metabolomics, and epigenetics studies. Data from the developed database were
analyzed by bioinformatics tool »DAVID Bioinformatics Resources 6.7 to reveal pathway
enrichment of candidate genes. This analysis demonstrated that the assembled genes occur
in 263 statistically significant pathways. Thirteen genes present in each of the first ten most
statistically significant biological pathways were proposed as stronger candidate genes
responsible for male reproduction in mammals. This prediction was verified using
experimental data from the MPD database (Mouse Phenome Database). We compared two
fertile (C57BL/6J, FVB/NJ) and two less fertile inbred mouse lines (AKR/J, C3H/HeJ)
which differ in the sperm count of ejaculate. In six out of the 13 proposed candidate genes
we found differences in the distribution of alleles between fertile and less fertile mouse
lines: Brca2, Pafahlbl, Oca2, Zbth16, Fancg, and Kit. Our study therefore developed a
database of of candidate genes suitable for further experimental verification in medicine and
animal breeding, and for development of gene-based therapeutic approaches or diagnostic
genetic tests for male infertility in mammals.
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1UVvOD

Neplodnost je cedalje pogostejsi problem moderne druzbe. Z njo se sreca vsak Sesti par,
kar predstavlja 15% ljudi, ki nacrtuje druzino. Pri 30% neplodnih parov so vzroki pri
moskem (Drozdzik in sod., 2009; Harton inTempest, 2011). Neplodnost je definirana kot
nezmoznost moskega, da v 12 mesecih rednih, nezas¢itenih, spolnih odnosov uspe oploditi
zensko (Hackstein in sod., 2000). Kar pri 30-45% neplodnih moskih ne znamo dolo¢iti
vzroka nepravilnosti v procesu spermatogeneze. Slednje patoloSko stanje imenujemo
nepojasnjena neplodnost (angl. idiopathic male infertility) (Jungwirth in sod., 2012).
Termin nepojasnjena neplodnost se uporablja samo v primeru, ¢e za neplodni fenotip ni
kriv kateri od poznanih vzrokov neplodnosti. Med slednje uvr§€amo npr. avtoimunost
semencic (angl. sperm autoimmunity), nepravilnosti pri ejakulaciji/seksu (angl. sexual
and/or ejaculatory dysfunction), kriptorhizem (angl. cryptorchidism), pridobljena
poskodba testisov (angl. acquired testicular damage), vzrok pa so lahko tudi droge,
obsevanje, varikokela (angl. varicocele), vnetje moskih spolnih Zlez (angl. male accessory
gland infection) ali pa razli¢ni endokrini vzroki in kongenitalna obojestranska odsotnost
semenovoda (angl. congenital bilateral absence of the vas deferens; CBAVD),
hipogonadotropni hipogonadizem (angl. hypogonadotrophic hypogonadism), cisti¢na
fibroza (angl. cystic fibrosis; CF), miotoni¢na distrofija (angl. myotonic dystrophy),
hipospadija (angl. hypospadias), atrofija testisov (angl. testis atrophy) ter kromosomske
mutacije. Neplodne moske lahko razvrstimo v naslednje skupine (oz. v kombinacijo teh
skupin): nepojasnjena oligospermija (koncentracija semenske tekoCine je med 0-20
milijonov ml™), nepojasnjena astenospermija (koncentracija semenske teko&ine je nad 20
milijonov. ml™, vendar so semengica slabo gibljiva), nepojasnjena teratospermija
(koncentracija in gibljivost sta normalni, vendar so semencica morfolosko nepravilna),

nepojasnjena azoospermija (v semenski tekocini ni semencic) (Hackstein in sod., 2000).

Kromosomske nepravilnosti, tako strukturne kot Steviléne, so bile med prvimi genetskimi
oznacevalci in so v vefini primerov povezane s tezavami pri reprodukciji. Moski z
nenormalnim kariotipom imajo namre¢ zelo povecano tveganje za produkcijo anevploidne
sperme (Harton inTempest, 2011). Vendar pa moramo poudariti, da smo se v tej magistrski

nalogi osredotoCili samo na molekularne vzroke neplodnosti in zato kromosomskih
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nepravilnosti nismo posebej izpostavljali. Citogenetski vzroki neplodnosti so namre¢ zelo
obsirno podrocje in tako presegajo okvir te naloge. Na§ namen je bil osredotociti se na
nepojasnjeno neplodnost, saj kljub napredku na podrocju genetike Se vedno ne poznamo
vzroka za priblizno 50% primerov neplodnosti (Krausz, 2011). Slednji zaskrbljujoci

podatek smo vzeli za izziv in se odlociti raziskati to podrocje.
1.1 NAMEN NALOGE

Namen naloge je bil izdelati centralno spletho mesto za raziskave genetskih lokusov
povezanih z neplodnostjo pri moskem spolu sesalcev. Neplodnost je namre¢ kompleksen
problem, saj k njej prispevajo Stevilni dejavniki, zato Smo zeleli z “omskim” pristopom ter
z uporabo sistemske biologije zbrati in urediti vse lokuse ter kandidatne gene razporediti
po prioriteti in s tem identificirati tiste z ve¢jim vplivom na neplodnost. Zdruzili smo
podatke, povezane z neplodnostjo pri razliénih zivalskih vrstah (Clovek, bik, merjasec,
konj, oven, mi§ in podgana) z razli¢nimi raziskovalnimi pristopi. Namen je bil pripraviti
katalog lokusov, povezanih z reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev, lokuse analizirati z
bioinformacijskimi orodji in poiskati moénejse kandidatne gene za neplodnost. Poiskali
smo bioloske poti, ki so pomembno povezane z geni iz nasega seznama. V naslednjem
koraku smo zeleli izbrane gene preveriti pri misih in sicer s primerjavo razlik v
nukleotidnem zaporedju med plodnimi in neplodnimi linijami misi. Konéni namen te
raziskovalne naloge je bil izdelati seznam kandidatnih genov, ki imajo potencial kot geni z
mocnejsim vplivom pri neplodnosti, prihodnje raziskave pa bodo pokazale ¢e so le-te dobri
kanidati tudi za diagnoti¢ni test za identifikacijo vzroka neplodnosti pri moskih z

nepojasnjeno neplodnostjo.
1.2 HIPOTEZA

1. S pristopom integracije genomskih podatkov je moZzno identificirati prioritetne
kandidatne gene, ki so v najvecji meri odgovorni za neplodnost pri moSkem spolu sesalcev.
2. Z integracijo vseh do sedaj poznanih genetskih vzrokov neplodnosti je mozno
identificirati pomembne bioloske poti, ki bi jih bilo moZno razviti v biomarkerje (angl.

pathway -based biomarkers).
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2 PREGLED OBJAV

V zadnjem desetletju zaradi velikega napredka znanosti veliko bolje poznamo biologijo
moskih spolnih celic. Neplodnost sedaj ucinkoviteje diagnosticiramo in jo v veliko
primerih lahko tudi pozdravimo. Slednje je rezultat zdruZzitve moci proteomike, biokemije,
funkcionalne genomike in primerjalne integratomike (angl. comparative integratomics).
Pristop primerjalne integratomike nam omogoc¢a zdruzitev podatkov o reprodukciji pri
razli¢nih zivalskih vrstah, ne glede na raziskovalni pristop s katerim so bili pridobljeni
(Cannistraci in sod., 2013).V prihodnosti veliko obeta sistemska biologija z novimi orodji,
katera prinasa “omska” revolucija (Baker in sod., 2012). Do sedaj je bilo z reprodukcijo pri
razli¢nih sesalskih vrstah povezanih ve¢ kot 800 genetskih lokusov (Ogorevc in sod.,
2011), kljub temu pa se dandanes pred vstopom v postopke oploditve z biomedicinsko
pomocjo, pri moskih, rutinsko testira le nekaj genetskih vzrokov, kot so kromosomske
nepravilnosti in mikrodelecije kromosoma Y, predvsem zaradi pomanjkanja znanja o genih
oz. mutacijah vpletenih v mosko neplodnost (Peterlin in sod., 2004; Krausz, 2011). Z
neplodnostjo so bile povezane tudi nepravilnosti pri mitohondrijski DNA (mtDNA), kot so
tockovne mutacije, delecije in prisotnost dolocenih mtDNA haploskupin (angl.
haplogroup). Na plodnost vpliva celo koli¢ina mtDNA, v spermi neplodnih posameznikov
so namre¢ dokazali vi§jo koncentracijo mtDNA (May-Panloup in sod., 2003). Za pravilen
potek spermatogeneze je prav tako zelo pomembna ustrezna dinamika sterolov, saj se
tekom zorenja semencic odvijajo spremembe v lipidni sestavi membrane semencic, katere
pa so pomembne za morebitno kasnejSo oploditev (Keber in sod., 2013). Spermatogeneza
je torej kompleksen proces v katerega je udeleZenih veliko Stevilo genov, zato je zelo
verjetno, da je veliko neplodnih fenotipov posledica genetskih nepravilnosti (Reijo in sod.,
1995; Aston in Carrell, 2009).

Testisi imajo specializiran transkripcijski kompleks, ki precizno uravnava izrazanje genov
in tako vodi zapleten diferenciacijski proces spermatogeneze. V testisih je povecano
izrazanje druzine TATA-vezavnega proteina (angl. TATA-binding protein; TBP) in njenih
kofaktorjev. Stevilni rezultati nakazujejo, da naj bi bil prepisovalni dejavnik, odzivni

modulator cikli¢nega adenozin monofosfata (angl. CAMP-response-element modulator;
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CREM), odgovoren za pot signalne transdukcije cAMP in naj bi s tem nadzoroval
izrazanje kljucnih testis-specificnih genov. Testis-specifiéni geni s promotorji, Ki jih
prepozna CREM, so zato kandidatni geni za mosko neplodnost (ACR, CAMK4, PRM1,
PRM2, TNP1 in TNP2) (Kimmins, 2004). Yan in sod. (2010) so ugotovili, da protein
ZMYNDI15 deluje kot represor in je nadzorovan s histonsko deacetilazo. Zadolzen je za
normalno izrazanje genov haploidne celice tekom procesa spermatogeneze. ZMYNDI1S5 je
prvi transkripcijski represor, ki so mu pripisali kljuéno vlogo v procesu spermatogeneze,

posledicno pa je zato tudi morebitni vzrok marsikaterega primera neplodnosti.

Zelimo si, da bi pojasnitev genetskega ozadja neplodnih fenotipov prinesla nova spoznanja
in bi bilo v bodoce s tem omogoceno ucinkovitejse zdravljenje neplodnih moskih (O'Flynn
O'Brien in sod., 2010). Eno izmed tovrstnih pomembnih odkritij je, da povecana prisotnost
-211T alela v promotorju beta podenote folikle stimulirajo¢ega hormona (FSH) sovpada z
niZjo koncentracijo FSH-ja pri neplodnih moskih. Ta genetski oznacevalec je zato mogoce
uporabiti v klini¢ni molekularni diagnostiki reprodukcijskega uspeha moskih. Na ta nacin
lahko ze pred zacetkom terapije z veliko gotovostjo predvidimo, kateri pacienti se bodo

pozitivno odzvali na zdravljenje s FSH (Grigorova in sod., 2009).

Kot je bilo ze omenjeno je neplodnost kompleksen problem in k njej prispevajo Stevilni
dejavniki. Tako je lahko tudi posledica sprememb v razliCicah Stevila kopij (angl. copy
number variants; CNV), ki vplivajo na gensko dozo ali pa na aktivnost posameznih genov,
pomembnih za spermatogenezo. Slednje ni ni¢ presenetljivega, saj lahko ta tip variacij
vkljuc¢uje milijone baz DNA in s tem obsega celotne gene in njihove regulatorne regije
(Feuk in sod., 2006). Feuk in sod. (2006) definirajo CNV kot odsek DNA, dolg eno kb ali
ve¢, ki se pojavi v drugacnem Stevilu kopij, kot v referenénem genomu. V Studijah, kjer
preucujejo CNV-je, raziskovalci zberejo dve skupini osebkov, neplodne in plodne, Ki
sluzijo za kontrolo. Osebkom odvzamejo bioloSki material, izolirajo DNA, nato pa i$¢ejo
morebitne CNV-je s tehnikami kot so: na mikromrezah osnovana primerjalna genomska
hibridizacija, genotipizacijske mreze za polimorfizem posameznih nukleotidov,
kvantitativna verizna reakcija s polimerazo (angl. quantitative PCR assay; qPCR),
mnogokratno namnozevanje sonde za hibridizacijo (angl. multiplex amplifiable probe

hybridization; MAPH) in fluorescentna »in-situ« hibridizacija.
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Omeniti velja tudi, da so pri domacih Zivalih reprodukcijske lastnosti zelo pomembne,
ampak tezko merljive. Tu je prvi korak na poti, odkrivanja odgovornih genov, mapiranje
lokusov za kvantitativne lastnosti (angl. quantitative trait loci; QTL). Obmocja v genomu,
ki so z uporabo statistike spoznana za hipoteticno odgovorna za genetsko variacijo v
doloceni lastnosti, imenujemo QTL. Doloc¢anje QTL poteka eksperimentalno, tako da
preuc¢ujemo populacijo zivali z znanim rodovnikom, parjenih po posebnem vzorcu, Ki je bil
zasnovan tako, da bi opazili genetsko segregacijo (Hu in sod., 2012; Ren in sod., 2009).
Poznamo tudi nekaj dednih sindromov in razvojnih nepravilnostih, ki vodijo v mosko
neplodnost. To so npr. precej pogost Kallmannov sindrom, cisti¢na fibroza in prirojena
dvostranska odsotnost (Hardelin in sod., 2008). K boljsemu razumevanju reprodukcijskih
problemov ljudi lahko veliko doprinesejo raziskave na Zivalskih modelih. Transgeni ter
mutirani modeli misi s plodnostnim fenotipom (modeli z izbitim genom, (angl. mouse
knockouts), s prekomernim izrazanjem genov (angl. overexpression transgenics) spontane
ter inducirane mutantne linije) pomagajo pri iskanju genetskih mutacij, ki vodijo v
neplodnost pri ¢loveku (Escalier, 2006). Pristop iskanja kandidatnih genov (pristop
reverzne genetike), katerega namen je poiskati genetske vzroke neplodnosti, poteka tako,
da prvo pois€¢emo gene, ki so nefunkcionalni pri neplodnih zivalih. V naslednjem koraku
pa tem genom v ustrezni podatkovni zbirki pois¢emo ortologe pri ljudeh, tako da
uporabimo karte sintenije (angl. synteny maps), seveda ob predpostavki, da so geni
ohranjeni skozi evolucijo (El Inati in sod., 2012). Z namenom S§tudija genov in
mehanizmov, ki so kljuéni za reprodukcijo, so Yatsenko in sod. (2010) naredili misje
mutante, katerim manjkajo kljuéni proteini za razli¢ne stopnje spermatogeneze. Zavedati se
moramo, da vseh genetskih informacij, ki jih pridobimo na zivalskih Studijah, ne moremo
neposredno prenesti na ¢loveka. Kljub temu, pa ham poznavanje genomskega zaporedja
razli¢nih zivalskih vrst, ponuja moznost integracije podatkov (Yatsenko in sod., 2010).
Prav tako, lahko v literaturi najdemo mnoge kandidatne gene, ki naj bi bili kljucni za
spermatogenezo in posledi¢no zatorej povezani z moSko neplodnostjo. V vecini Studij Se
vedno uporabljajo star pristop iskanja kandidatnih genov. Razlicne polimorfizeme
posameznih nukleotidov (angl. single nucleotide polymorphisms; SNP) skusajo povezati z
razli¢nimi tipi moske neplodnosti. Namen asociacijskih §tudij je preuciti ali je mutacija v
nekem genu odgovorna za dolo€en fenotip, v tem primeru za neplodnost. Da bi preucili ali

polimorfizem posameznega gena vpliva na plodnost, v tovrstnih Studijah, ki veljajo za
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starej$i pristop asociacijskih Studij, testirajo skupino neplodnih moskih in kontrolno
skupino plodnih, ter gledajo ali je mo¢ najti razlike v SNP-jih preu¢evanega gena. V ta
namen se uporabljajo metode kot je: neposredno (direktno) sekvenciranje, tehnika
enoveriznega konformacijskega polimorfizma (angl. Single Strand Conformation
Polymorphism; SSCP), pirosekvenciranje kateremu sledi elektroforeza in pa metoda PCR-
RFLP (verizna reakcija s polimerazo, kateri sledi polimorfizem dolzin restrikcijskih
fragmentov; angl. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism). Ucinkovitejsi pristop pa so asociacijske Studije, ki potekajo na celotnem
genomu (angl. genome-wide association studies; GWAS). Le te omogocajo iskanje
genetskih razli¢ic povezanih s poslabsano spermatogenezo na ravni celotnega genoma
(Aston in sod., 2010).

Povecanje ponovitev Stevila nukleotidov je bilo prav tako povezano z neplodnostjo pri
moskih. Da bi preucili ta pojav, raziskovalci najpogosteje zberejo vzorce neplodnih moskih
in plodnih, ki sluzijo za kontrolo, nato odseke DNA, ki vsebujejo taréno ponovitev
nukleotidov, pomnozijo s PCR, kasneje pa za dolocitev Stevila ponovitev uporabijo
sekvenciranje ali elektroforezo (Peterlin in sod., 2007). Naslednji nac¢in, ki nam tudi
omogoca $tudij moske neplodnosti, so Studije izrazanja genov. Celostna analiza
informacijskih molekul RNA (angl. messenger RNA; mRNA), ki se nahajajo v semencici, z
uporabo mikromreZ, nam omogoc€a meritve izrazanja tisoCith genov v posameznem vzorcu
sperme. Na ta nadin je mogoce identificirati nove genetske oznalevalce za mosko
neplodnost. Pridobljeni »molekulski podpis« pa lahko nato uporabimo, kot diagnosti¢no
podlago in na ta nacin dolo¢imo, kateri geni naj bodo tarCe terapije v namen zdravljenja

moske neplodnosti (He, 2006; Rockett in sod., 2004).

Seveda pa vsi kandidatni geni za mosko neplodnost ne kodirajo proteinov, nekateri so
namre¢ zapisi za nekodirajo¢e RNA (angl. non-coding RNA; ncRNA). Jedro odrasle
semencice tako vsebuje kompleksno populacijo molekul RNA, katere se ne prepisujejo v
proteine. Z oploditvijo semencice dostavi tovrstne molekule RNA v jaj¢éno celico, kjer nato
ekstragenomsko prispevajo k zgodnjem embrionalnem razvoju (Hamatani, 2012). Med
ncRNA uvrs¢amo mikro RNA (miRNA), ki igrajo pomembno vlogo v spermatogenezi in

so zelo verjetno povezane z neplodnostjo (He in sod., 2009). Grivna (2006) poroca, da so z



Ogrinc A. Izdelava genomskega atlasa kandidatnih genov za reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

neplodnostjo najverjetneje povezane tudi piRNA (angl. Piwi-interacting RNA). Yan in sod.
(2007) pa enako domnevajo za pilRNA (angl. piRNA like RNA). Ne glede na vse, pa
zagotovo drzi, da imajo RNA semencic potencial v raziskavah in diagnostiki moske

neplodnosti (Hamatani, 2012).

Do danes so odkrili Stevilne proteine, ki igrajo pomembno vlogo pri reprodukciji. Z
uporabo proteomike lahko primerjamo razlicno izrazanje proteinov med plodnimi in
neplodnimi moskimi in tako najdemo odlo¢ilno pomembne proteine. Proteini so lahko
preucevani s tehnikami kot je masna spektrometrija, kromatografske loc¢evalne tehnike,
gelska elektroforeza, ko-imunoprecipitacija sklopljena z westeren blotom, lahko jih
dolo¢imo z MALDI-TOF (angl. matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight)
masno spektrometrijo ter Se z nekaterimi redkeje uporabljenimi tehnikami (Thacker in sod.,
2011). Na plodnost pa vpliva tudi nenormalno epigenetsko programiranje/reprogramiranje.
Vzorce DNA metilacije je mogoce dolocati s pirosekvenciranjem ali pa jih ugotavljamo z
metilacijsko specificno PCR reakcijo (angl. methylation-specific polymerase chain
reaction) ter bisulfitno sekven¢no metodo. Rezultati $tudij nakazujejo, da nenormalna
metilacija DNA testisov vodi v neplodnost. Khazamipour in sod. (2009) so tako opazili
hipermetilacijo DNA testisov pri pacientih z azoospermijo, zaradi ¢esar predvidevajo, da

epigenetsko utiSanje gena MTHFR vodi v azoospermijo.

Nedavni napredek v vnosu semencic v citoplazmo jajéne celice (angl. intracytoplasmic
sperm injection; ICSI) omogoca doseg nosecnosti tudi z uporabo sperme moskih z
oligospermijo, astenospermijo, teratospermijo in celo z azoospermijo (Mansourin sod.,
2003; Ali in sod., 2009). Z ICSI tako obidemo prvotni problem, ampak pojavi pa se skrb,
da smo s tem omogo¢ili prenos letalnih genov iz oceta na potomce, kar je narava z ocetovo
neplodnostjo skusala prepreciti (Lai in sod., 2009). Kljub temu, da se zdi vecina otrok,
spocetih s pomocjo postopkov umetne oploditve, normalna, je pri njih mo¢ zaznati rahlo
povecanje anevploidij spolnih kromosomov (od 0,07% do 0,4%) (O'Flynn in sod., 2010). S
primerjavo naravno spocetih otrok in otrok spocetih z ICSI, starih pet let, so ugotovili, da
imajo slednji povefano tveganje za prirojene deformacije, Se posebno so povecane

urogenitalne deformacije pri deckih (Bonduelle in sod., 2005; Visser in Repping, 2010).
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Preden izvedemo oploditev s postopkom ICSI je torej nujno genetsko svetovanje parom, Ki

se soo¢ajo z mosko neplodnostjo (Johnson, 1998).

Magistrska naloga je potekala v okviru SirSega projekta raziskovalne skupine Integratomics
TIME (slika 1), katere cilj je integracija genomskih podatkov in razvijanje novih
biomarkerjev kompleksnih bolezni, kot so nalaganje mascobe, reprodukcija, kriptorhizem,
izguba sluha, in RASopatije. Raziskovalci omenjene skupine so ze leta 2009 izdelali
podatkovno zbirko kandidatnih genov in genetskih oznacevalcev za produkcijo mleka ter
mastitis (Ogorevc in sod., 2009). V letu 2012 so objavili podatkovno zbirko in genomski
pogled vseh lokusov povezanih z debelostjo (Kunej in sod., 2012). Pred kratkim pa je bila
objavljena Se podatkovna zbirka vseh lokusov povezanih s kriptorhizmom, genomski
pogled in bioloske poti, v katerih se ti lokusi pojavljajo (Cannistraci in sod., 2013). Po
zgledu omenjenih projektov raziskovalne skupine Integratomics TIME smo izdelali katalog

lokusov, povezanih z reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev.

by Ferdin )

Slika 1: Slika iz domace strani raziskovalne skupine Integratomics TIME, ki prikazuje idejo novega nacina
raziskovanja kompleksnih bolezni. Prikazuje zdruzitev razlicnih omik, kot so genomika, transkriptomika,

proteomika, metabolomika, miRNomika in epigenomika (Integratomics TIME, 2013).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 ZBIRANJE IN SINTEZA GENOMSKIH PODATKOV

V razli¢nih podatkovnih zbirkah smo poiskali vse lokuse, ki so bili do sedaj povezani z
neplodnostjo pri mosSkem spolu sesalcev. Zdruzili smo podatke pridobljene pri razli¢nih
zivalskih vrstah (¢lovek, mis, bik, merjasec, konj, oven in podgana) z razli¢nimi
raziskovalnimi pristopi. Zbirali smo podatke o: razli¢icah v Stevilu kopij; kvantitativnih
lokusih; dednih sindromih in razvojnih nepravilnostih, ki vsebujejo neplodnost v svoji
klini¢ni sliki; transgenih ter mutiranih modelih misih s plodnostnim fenotipom (modeli z
izbitim genom, s prekomernim izrazanjem genov, spontanih ter induciranih mutantnih
linijah); asociacijskih $tudijah na ravni celotnega genoma; diferencialno izrazenih genih
(raven mRNA); nekodirajo¢ih molekulah RNA; proteomskih Studijah in epigenetsko
uravnavanih genih. V raziskavi smo pregledali ve¢ kot 500 originalnih in preglednih

znanstvenih ¢lankov objavljenih do marca 2013.

Literaturo, povezano z mo$ko neplodnostjo, smo pridobili iz National Center for

Biotechnology Information - PubMed (NCBI-PubMed) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) in

Web of Science (http://isiknowledge.com), s pomoc¢jo iskalnih izrazov: »genetics«

(genetika), »gene candidates« (kandidatni geni), »male infertility« (moska neplodnost),
»quantitative trait loci (QTL)« (lokusi za kvantitativne lastnosti), »microarray«
(mikromreze), »association« (asociacija), »non-coding RNA (ncRNA)« (nekodirajoce
RNA), »miRNA« (mikro RNA), »epigenetics« (epigenetika), »reproduction«
(reprodukcija), »syndromes« (sindromi) in »ART (angl. artificial reproductive
technology)« (umetna oploditev). Literaturo 0 moski neplodnosti, povezano s poskusi na

zivalih, smo zbrali i1z podatkovnih zbirk Mouse Genome Informatics (MGI)

(http://www.informatics.jax.org/), Reproductive Genomics Program (http://
reprogenomics.jax.org/), Mouse Phenome Database (MPD) (http://phenome.jax.org/),
podatkovne zbirke AnimalQTL (http://www.animalgenome.org/QTLdb/) in piRNABank
(http://pirnabank.ibab.ac.in/index.shtml (Marec 2013)).

Lokacijo za miRNA gene smo pridobili v Sanger miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/

(Release 19: August 2012)). Podatke za sindrome in razvojne nepravilnosti, z mosko
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neplodnostjo v klini¢ni sliki, smo ¢rpali iz podatkovne zbirke Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) (http://omim.org/).

3.2 IZDELAVA KATALOGA LOKUSOV, POVEZANIH Z REPRODUKCIJO PRI
MOSKEM SPOLU SESALCEV IN NJJIHOVA GENOMSKA RAZPOREDITEV

Izdelana podatkovna zbirka kandidatnih genov za mosko neplodnost je dostopna na spletni
strani Integratomics-TIME  (http://www.integratomics-time.com/male_reproduction) in
omogoca enostavno iskanje kandidatnih genov glede na razli¢ne kriterije. Kandidatni geni
iz razliénih zivalskih vrst so bili zbrani in so predstavljeni, kot cloveski ortologi.
Terminologija zbranih genetskih lokusov je bila poenotena in preverjena na HGNC gene

names (http://www.genenames.org/). Ortologe smo poiskali z uporabo Ensembl Genome

Browser (http://www.ensembl.org/index.html). Genom smo dolo¢ili lokacijo na genski

karti s pomoc¢jo NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). V primeru proteomskih $tudij

pa smo ortologe proteinom poiskali v podatkovni zbirki UniProt (http://www.uniprot.org/).

Pregled kromosomskih lokacij lokusov povezanih z mosko neplodnostjo smo tudi graficno
predstavili v obliki genomskega prikaza (angl. genomic view), kot je bilo Ze predhodno
opisano (Zorc in sod., 2012). Genomski pregled je izdelan s spletnim vizualizacijskim
orodjem Flash GViewer (http://gmod.org/wiki/Flashgviewer/), katerega so razvili pri
projektu GMOD.

3.3 ANALIZA BIOLOSKIH POTI IN RAZVRSCANJE KANDIDATNIH GENOV PO
PRIORITETI

Zbrane lokuse, povezane z neplodnostjo, smo analizirali z bioinformacijskim orodjem
DAVID Bioinformatics Resources 6.7 (Huang da in sod., 2007) ter tako izvedli
obogatitveno analizo kandidatnih genov, kakor je bilo opisano v predhodni raziskavi
Cannistraci in sod. (2013). V analizo bioloskih poti smo lahko vkljucili ¢loveske ortologe
zbranih kandidatnih genov (826 genov). Za dolocCitev znacilnosti rezultata obogatitvene
analize smo upostevali Bonferronijevo statistiko (Bonferroni p-vrednost < 0,0095) in p-
vrednost znacilnosti rezultata, ki je morala biti manjsa od 0,01. Orodje nam je omogocilo
pridobiti seznam bioloskih poti, ki vsebujejo kandidatne lokuse za neplodnost iz nase

podatkovne zbirke.


http://omim.org/
http://www.integratomics-time.com/male_reproduction
http://www.genenames.org/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.uniprot.org/
http://gmod.org/wiki/Flashgviewer/
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3.4 PREVERJANJE POVEZAVE KANDIDATNIH GENOV Z REPRODUKTIVNIMI
LASTNOSTMI

V naslednjem koraku smo Zeleli preveriti ali so geni, ki so se pojavili v vseh desetih
bioloskih poteh razlikujejo v reproduktivnih lastnosti na modelu misi. To smo naredili
tako, da smo preverili ali obstajajo polimorfizmi znotraj predlaganih genov in ¢e se ti SNP-
Ji razlikujejo med plodnimi in neplodnimi samci, se pravi ali imajo plodni samci drugacen
alel doloc¢enega gena od neplodnih samcev. V podatkovni zbirki za fenom miSi Smo z
orodjem za iskanje fenotipov poiskali linije mi$i, ki se razlikujejo v reprodukcijskih
lastnostih. Osredotocili smo se na linije, katerih samci se razlikujejo v $tevilu semencic.
Tovrstnim iskalnim kriterijem na MPD ustreza 14 inbridiranih linij misi, ki so prikazane na
sliki 2. Izmed teh linij smo v nadaljnjo analizo vkljucili dve liniji, ki imata v semenski
teko¢ini najved semencic na mililiter (14,1 + 7,12 x 10° in 11,2 + 3,00 x 10°), to sta liniji
C57BL/6J in FVB/NJ, in dve liniji, ki imata v semenski teko¢ini najmanj semencic (4,35 £
1,97 x 10% in 2,55 + 0,818 x 10°), to pa sta liniji AKR/J in C3H/HeJ. V naslednjem koraku
smo zeleli preverili ali se ti dve skupini misi razlikujeta v alelih predlaganih kandidatnih
genov, se pravi ali ima plodna skupina drugacen alel posameznega gena kot neplodna
skupina. To smo naredili z orodjem za preiskovanje genotipov v podatkovni zbirki MPD.
Poiskali smo vse SNP-je prisotne predlaganih genih, nato pa iz celotnega seznama najdenih

SNP-jev izbrali tiste, ki imajo razli¢ne alele med plodno in neplodno skupino misi.
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Slika 2: Slika iz MPD, ki prikazuje 14 inbridiranih linij misi, ki se razlikujejo v reprodukcijskih lastnostih.

Samci imajo v semenski tekocini prisotno razli¢no Stevilo semencic. Z rde¢ima pravokotnikoma so oznacene

linije, katere smo izbrali za testiranje seznama naSih predlaganih kandidatnih genov (Mouse Phenome

Database. 2013).
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4 REZULTATI
4.1 ZBIRANJE IN SINTEZA GENOMSKIH PODATKOV

S pregledovanjem podatkov, ki izvirajo iz razlicnih omik smo zbrali 1069 razli¢nih
lokusov (CNV, QTL, dedni sindromi in razvojne nepravilnosti, mutacije DNA in
polimorfizmi, vzorci izrazanja genov (raven RNA), majhne nekodirajo¢e RNA molekule
(miRNA, piRNA), vzorci izrazanja proteinov (angl. protein expression profile) in
epigenetski dejavniki) (preglednica 1). Pristop primerjalne integratomika nam je omogocil
zdruziti podatke o reprodukciji pri razlicnih Zzivalskih vrstah, ne glede na raziskovalni
pristop s katerim so bili pridobljeni. Razli¢ni raziskovalni pristopi in tehnike, ki se tu
uporabljajo so prikazani v preglednici 2. Vse zbrane lokuse smo prikazali na enem
genomskem pogledu, ki bo po objavi ¢lanka dostopen na spletni strani
http://www.integratomics-time.com/male_reproduction/genomic_view/. Genomski pogled
lokusov povezanih z neplodnostjo je izdelan s Flash GViewer, ki so ga oblikovali pri

konzorciju GMOD (angl. Generic Model Organism Database).



Ogrinc A. Izdelava genomskega atlasa kandidatnih genov za reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

14

Preglednica 1: Raziskovalni pristopi oz. tipi lokusov povezanih s posameznimi omikami ter Zivalske vrste pri

katerih so te lokuse povezali z mosko neplodnostjo.

raziskovalni pristop/tip lokusa vrste
razliCice v Stevilu kopij (CNV) Clovek
kvantitativni lokusi (QTL) merjasec, b'.lf’ oven,
podgana, mi$
< dedni sindromi in razvojne nepravilnosti clovek
% misji modeli (pristop iskanja kandidatnih genov) mis
E) asociacijske Studije na
o ravni celotnega ¢lovek, bik, merjasec
genoma (GWAS)
e e . . polimorfizmi
asociacijske Studije in iskanje mutacij posameznih glovek, konj, merjasec
nukleotidov (SNP)
sprememba Stevila
ponovitev posameznih | ¢lovek
nukleotidov
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Preglednica 2: Pregled metod za $tudij neplodnosti pri moskih glede na posamezne omike

nastetih z angleSkim izrazom, saj slovenska razli¢ica ne obstaja ali pa se ne uporablja.

omike

metode za Studij

raven DNA

-prenos po Southernu,

-kvantitativni PCR (gPCR),

-verizna reakcija s polimerazo (PCR),
-alelno specifi¢ni PCR,

-verizna reakcija s polimerazo-polimorfizem dolzin restrikcijskih
fragmentov (PCR-RFLP),
- metoda CRE/loxP,

-"Denaturing high performance liquid chromatography" (DHPLC),

-"'exon gene trap vector",

-"RNAi-mediated knockdown",

-"Primer-Introduced Restriction Analysis” (PIRA),
-"single strand conformation polymorphism (SSCP) method",
-pirosekvenciranje in analiza na gelski elektroforezi,
-SNP mikromreza,

-citogenetika,

-ugotavljanje nukleotidnega zaporedja (sekvenciranje),
-primerjalna genomska hibridizacija

-"multiplex amplifiable probe hybridization" (MAPH),
-"Comparative Genomic Hybridization" (CGH)

raven RNA

-northern prenos,

-kvantitativni PCR (qPCR),

-"reverse transcription polymerase chain reaction" (RT-PCR),
-"Next Generation Sequencing” (NGS),

- sekvenciranje z ligacijo,

- pirosekveciranje,

- pirosekvenciranje promotorja,

-Studije izraZanja genov na mikromreZah (npr. Affymetrix, Alilen),

. Veliko metod je
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se nadaljuje...
omike metode za Studij
-western prenos,
-imunohistokemijska analiza,
-"matrix assisted laser desorption ionization" (MALDI),
-MALDI-TOF/TOF analysis (TOF = "time of flight"),

-dvo-dimenzionalna gelska elektroforeza,

-"two-dimensional (2-D) difference gel electrophoresis” (DIGE),
-tekocinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo,

-"sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis"
(SDS-PAGE),

-imunopercipitacija,

-metoda BiolD,

-metoda zamika na gelu (EMSA),
-"CHiP on chip",

-imunoprecipitacija kromatina (ChlP),
-metoda odtisa na gelu,

-metoda “supershift”,

-"differential detergent fractionation multidimensional protein
identification technology"” (DDF-Mud PIT),

-mikromreze za proteine
-"Next Generation Sequencing” (NGS),

-"methylated DNA immunoprecipitation sequencing” (MeDip-
epigenetika | Seq),

-metoda bisulfitne modifikacije

-metilacijsko specificni PCR (MSP)

raven proteinov

4.1.1 Raven DNA

Pod raven DNA smo v raziskavi uvrstili podatke o razli¢icah v Stevilu kopij, lokusih za
kvantitativne lastnosti, gene povezane z dednimi sindromi in razvojnimi nepravilnostmi, Ki
vsebujejo neplodnost v svoji klini¢ni sliki, kandidatne gene iz asociacijskih Studij in

povisanje Stevila nukleotidnih ponovitev, ki lahko prav tako vodi v mosko neplodnost.
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4.1.1.1 Razlicice v Stevilu kopij (CNV)

Razli¢ice v Stevilu kopij v posameznem obmocju, oziroma genu, vklju¢enem v
spermatogenezo, so lahko vzrok neplodnosti. S pregledom literature smo zbrali 36
tovrstnih lokusov, ki so bili povezani z neplodnostjo pri ljudeh. Studije CNV dokazujejo,
da razlic¢ice v Stevilu kopij vodijo v neplodnost pri moskih in navajajo Stevilne gene, ki
najverjetneje predstavljajo tveganje za neuspe$no spermatogenezo (Tuttelmann in sod.,
2011). Vse od prvega opisa regije dejavnika za azoospermijo (angl. AZoospermia Factor
regions; AZF), je kromosom Y pomembna taréa Studij, katere si prizadevajo poiskati
genetske dejavnike pomembne za mosko neplodnost. Zaradi svoje posebne strukture, polne
ponovljivih homolognih sekvenc, je kromosom Y namre¢ zelo dovzeten za strukturne
preureditve, posebno za delecije in duplikacije. Delecije AZF (AZFa, AZFb in AZFc) so v
jasni vzoréno posledi¢ni povezavi z neuspesno spermatogenezo. Med njimi delecija gr/gr
predstavlja edinstven primer v andrologiji in je dokazano genetsko tveganje za neplodnost
(Reijo in sod., 1995; Repping in sod., 2002; Krausz, 2011). Stouffs in sod. (2012) so iskali
delecije in duplikacije po celotnem genomu in jih odkrili osem, katerih ni bilo v skupini
plodnih kontrolnih moskih in so zatorej morda povezane z mosko neplodnostjo. Tiittelman
in sod. (2011) so prav tako zeleli poiskati CNV-je vkljucene v neplodnost in so v ta namen
primerjali povprecno Stevilo CNV-jev ter kolicino pridobljene/izgubljene DNA med
plodno in dvema neplodnima skupinama. Nasli so deset CNV-jev, ki so bili prisotni
izklju¢no v skupini z oligospermijo, tri samo pri pacientih s sertolojevim sindromom (angl.
Sertoli-cell-only syndrome; SCOS) in enega v obeh skupinah z neuspesno spermatogenezo,
vendar ne pri zdravih moskih. Dokazano pa je bilo tudi, da razli¢no Stevilo kopij TSPY1
gena opazno zmanjSa ucinkovitost spermatogeneze, pri Cemer nizko Stevilo kopij

predstavlja veliko tveganje za neplodnost (Giachini in sod., 2009).
4.1.1.2 Lokusi za kvantitativne lastnosti (QTL)

Lokusi za kvantitativne lastnosti so obmoc¢ja v genomu, ki so z uporabo statistike spoznana
za hipoteticno odgovorna za genetsko variacijo v doloCeni lastnosti. Do sedaj je bilo
razkritih 130 QTL-ov pomembnih za reprodukcijo pri samcih. Z iskanjem po podatkovnih
zbirkah in publikacijah smo nasli 40 QTL-ov pri misih, 32 pri bikih, 8 pri ovnih, 48 pri
merjascih in enega pri podgani (Zidek in sod., 1999; Ford in sod., 2001; Le Roy in sod.,
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2001; Rohrer in sod., 2001; Sato in sod., 2003; L'Hote in sod., 2007; Ren in sod., 2009; Hu
in sod., 2012).

4.1.1.3 Dedni sindromi in razvojne nepravilnosti z neplodnostjo v klini¢ni sliki

Poznamo Stevilne molekularne vzroke, ki povzroc¢ajo mosko neplodnost (Matzuk in Lamb,
2008). Stevilni avtosomni geni so bili preuevani, da bi spoznali njihovo vlogo v
bolezenskem fenotipu, vendar pa jih ima do sedaj le malo pomen v rutinski klini¢ni praksi
(Ferlin in sod., 2007). Zbrali smo 36 sindromov in razvojnih nepravilnosti, ki vsebujejo
neplodnost v svoji klini¢ni sliki (Tsatsoulis in Shalet, 1991; Meschede in Horst, 1997,
Hackstein in sod., 2000; Belet in sod., 2002; Ferlin in sod., 2006; Bhagavath in Layman,
2007; Olesen in sod., 2007; Zhang in sod., 2007; Hardelin in sod., 2008; Schwabe in sod.,
2008; Torra in sod., 2008; Zuccarello in sod., 2008; Shefi in sod., 2009; Hildebrand in sod.,
2010; Dalgaard in sod., 2011; Zhang in sod., 2011; Kanagarajah in sod., 2012). Zbrani

rezultati so navedeni v preglednici 3.
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Preglednica 3: Dedni sindromi in razvojne nepravilnosti, ki vsebujejo neplodnost v svoji kliniéni sliki. Zaradi

tezav s slovensko terminologijo, so nekatere bolezni zapisane v anglescini.

DEDNI SINDROMI

Aarskog-Scot

Aper

Bardet-Bied|I

Bloom

Kallmann

Kartagener

Opitz

Usher

deafness-infertility syndrome

Testicular dysgenesis

Androgen insensitivity

Spinal and bulbar muscular atrophy

Young

Dauwerse-Peters

Persistent Mullerian duct, type |

Persistent Mullerian duct, type Il

Kearns—Sayre

Beckwith—Wiedemann

Prader-Willi

Autoimmune polyendocrinopathy, type |

Autoimmune polyendocrinopathy, type Il

RAZVOJNE NEPRAVILNOSTI

Hipogonadotropni hipogonadizem 7 z ali brez anozmije

Albright hereditary osteodystrophy

Cisti¢na fibroza

Eliptocitoza

Miotoni¢na distrofija

Primarna hipomagneziemija

Policisticna bolezen ledvic pri odraslih

Hipoplazija Leydigovih celic s pseudo-hematofrodizmom

Hipoplazija Leydigovih celic s hipergonadotropnim hipogonadizmom

Adrenomyeloneuropathy

Prirojena adrenalna hipoplazija s hipergonadotropnim hipogonadismom

Prirojena dvostranska odsotnost semenovoda

Moski psevdohermafroditizem zaradi pomankanja LH
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4.1.1.4 Modeli misi - pristop iskanja kandidatnih genov

V podatkovni zbiri MGI in v drugi literaturi je opisanih veliko linij misi z izbitimi geni, ki
so mosko sterilne v primeru, ¢e imajo nedelujoca oba alela. Z uporabo modelov misi je bilo
razkritih 574 genov pomembnih za plodnost pri moskih. V kolikor opazimo podobnost
med fenotipom c¢loveka in misi, z neko poznano mutacijo, lahko preverimo ali je ta gen
mutiran tudi pri ¢loveku s podobnim fenotipom (Jamsai in O'Bryan, 2011). Do sedaj je bilo
opisanih 604 modelov misi (modelov s taréno izniCenimi geni in takih, ki so rezultat
naklju¢ne mutageneze), ki imajo fenotipe povezane z mosko neplodnostjo. Iz podatkovne
zbirke MGI in iz literature objavljene v zbirki PubMed smo tako pridobili 571 modelov
misi S taréno izni¢enim genom. V podatkovni zbirki »The Reproductive Genomics
Program« smo nasli 35 dodatnih modelov pridobljenih z nakljuéno mutagenezo, do katere
je prislo zaradi uporabe N-etil-N-nitrouree (angl. N-ethyl-N-nitrosourea). V literaturi pa sta
bila opisana Se dva modela misi, pridobljena z nakljuéno mutagenezo, ki jih v zgoraj
omenjeni podatkovni zbirki ni zaslediti (Sun in sod., 2010; La Salle in sod., 2012). Opisan
je bil tudi en primer neplodne misi, ki je bil posledica spontane mutacije (Holloway in sod.,
2011).

4.1.1.5 Asociacijske Studije in iskanje mutacij

Stevilni SNP-ji in ostale mutacije (majhne insercije ali delecije) v posameznih genih ter ne-
kodirajocih regijah so bili povezani z mosko neplodnostjo. Tovrstne spremembe DNA
predstavljajo potencialno tveganje Se posebno takrat, kadar gre za gene pomembne V
procesu spermatogeneze. S pregledovanjem literature o polimorfizmih posameznih
nukleotidov iz asociacijskih $tudij ter literature o $tevilénih polimorfizmih smo zbrali 157

kandidatnih lokusov, ki so bili povezani z mosko neplodnostjo.

a.) Asociacijske Studije na ravni celotnega genoma (GWAS)

Pristop asociacijskih §tudij na ravni celotnega genoma se je izkazal za zelo u¢inkovit, nov,
pristop identifikacije »sumljivih« lokusov. Zbrali smo 46 kandidatnih lokusov, ki so jih z
neplodnostjo povezali na podlagi rezultatov GWAS (49 pri ljudeh in osem pri zivalih).

Aston in Carrell (2009) sta uporabila tehnologijo genotipizacijskih mrez in z njo preverila
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veC kot 370.000 SNP-jev pri moskih z azoospermijo in oligospermijo ter ti dve skupini
primerjala s kontrolno skupino plodnih mogkih. Zelela sta poiskati nove genetske razli¢ice,
ki so signifikantno povezane z neplodnostjo. Nasla sta 20 SNP-jev, ki so bili znacilno
povezani z azoospermijo ali oligospermijo. Z namenom, da bi nasli pogoste variacije v
genomu, Ki prispevajo k azoospermiji, so Hu in sod. (2011) izvedli GWAS S$tudijo in nasli
znalilne povezave med azoospermijo in variacijami v okolici genov PRMT6, PEX10 in
SOX5. SNP mikromreze igrajo zelo pomembno vlogo tudi v predimplantacijski
diagnostiki, saj omogocajo identifikacijo kromosomskih preureditev ter s tem locevanje
med normalnimi embrii in tistimi, ki so nosilci podedovane mutacije. Slednje omogoca
pacientom, nosilcem kromosomskih mutacij, da za implantacijo izberejo zarodek, ki ni

podedoval njihove mutacije (Harton in Tempest, 2011).

b.) Asociacijske studije posameznih lokusov
e Polimorfizmi posameznih nukleotidov

Asociacijske Studije, v katerih se osredotocajo le na Studij posameznih lokusov, so starejsi
pristop. Zbrali smo 119 SNP-jev, ki so bili v razli¢nih $tudijah povezani z neplodnostjo pri

moskih (112 pri ¢loveku in deset pri domacih zivalih).
e PoviSanje Stevila nukleotidnih ponovitev

Razli¢na obolenja, povezana s poviSanjem Stevila ponovitev nukleotidov (angl. nucleotide
repeat expansion disorder) so bila povezana z neplodnostjo pri moskih. Ko so preucevali
Stevilo trinukleotidnih ponovitev (angl. trinucleotide repeat) in petnukleotidnih ponovitev
(angl. pentanucleotide repeat) v posameznih genih, je bilo ugotovljeno, da imajo neplodni
moski ve¢ ponovitev teh nukleotidov, kot kontrolna skupina plodnih moskih. Safarinejad in
sod. (2011) porocajo, da polimorfizem (TAAAA)n v genu SHBG, lahko vpliva na koli¢ino
proteina SGBG, kar pa je morda vzrok moski neplodnosti. Povecanje $tevila trinukleotidne
ponovitve (CAG)n v genu za androgeni receptor (AR), je bilo ze velikokrat preuc¢evano v
povezavi z neplodnim fenotipom (Mifsud in sod., 2001; Pan in sod., 2002; Peterlin in sod.,
2007). Mifsud in sod. (2001) so ugotovili, da je povprecno Stevilo ponovitev (CAG)n v

genu AR, statisti¢no znacilno Visje pri neplodnih moskih z nepojasnjeno azospermijo, kot
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pa v plodni, kontrolni skupini. Preufevana je bila povezava med dolzino (CAG)n
ponovitev v genu za mitohondrijsko polimerazo gama (POLG) in neplodnostjo pri moskih
(Rovio in sod., 2001; Jensen in sod., 2004). Poleg tega je bilo ugotovljeno, da se dolzina
ponovitev (CAG)n, med kontrolno skupino in skupino moskih z oligospermijo razlikuje
tudi v primeru gena ATXN1 (Ali in sod., 2009). Predlagano pa je bilo tudi, da je visje
Stevilo ponovitev nukleotidov (CTG)n, v genu DMPK, prav tako povezano z nepojasnjeno
azoospermijo (Pan in sod., 2002), vendar nekatere Studije te povezave niso potrdile (Kunej
in sod., 2004).

4.1.2 Raven RNA

Pod raven RNA smo uvrstili $tudije, ki predlagajo nove kandidatne gene za mosko
neplodnost na podlagi $tudij izraZzanja genov ter opisujejo majhne nekodirajo¢e molekule

RNA (angl. non-coding RNA; ncRNA), ki tudi vplivajo na mosko plodnost.
4.1.2.1 Studije izrazanja genov

Nasa podatkovna zbirka vkljucuje podatke iz 22 objav, kjer opisujejo 140 genov, iz
obseznih analiz izrazanja genov, v katerih so vzorce izrazanja genov povezali z
neplodnostjo samcev misi in ¢loveske vrste (Cheng, 2002; Wagenfeld in sod., 2002; Cheng
in sod., 2003; Fox in sod., 2003; Xu in sod., 2003; Xu in sod., 2003; Ellis in sod., 2004;
Fang in sod., 2004; Maratou in sod., 2004; Rockett in sod., 2004; Wang in sod., 2004;
Yang in sod., 2004; Toure in sod., 2005; Zheng in sod., 2005; Zheng in sod., 2005; Lin in
sod., 2006; Perl in sod., 2006; Feig in sod., 2007; Platts in sod., 2007; Garrido in sod.,
2009; Montjean in sod., 2012). V stirih studijah so se osredotocili le na prepise posameznih
genov in tako z neplodnostjo povezali Sest genov (Son in sod., 2000; Huang in sod., 2006;
Steger in sod., 2008; Bonaparte in sod., 2010). Nedavno objavljena Studija pa je pokazala,
da se razmerje prepisov mRNA za gena PRM1 in PRM2 sprematid v testisih zelo razlikuje
med plodnimi in neplodnimi moskimi (Steger in sod., 2008). Dokazano je bilo tudi, da je
zelo pomembna vioga molekul mRNA protamina v procesu nastajanja odraslih semencic in
imajo zato potencial pri diagnostiki moske neplodnosti (Hamatani, 2012). Gen Gpil je v
odraslih semencicah razli¢no izrazen med plodnimi in neplodnimi osebki. Ta pojav so

Studirali na misih in pri ljudeh (Rockett in sod., 2004). Prav tako je bilo v dveh neodvisnih
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Studijah dokazano, da je gen Vim razli¢no izrazen v primeru neplodnosti pri misih (Ellis in
sod., 2004; Rockett in sod., 2004).

4.1.2.2 Majhne nekodirajo¢e RNA

Jedro odrasle semencice vsebuje raznovrsten nabor molekul RNA, ki pa se ne prepisujejo
in so transkripcijsko inertne. Te molekule imajo velik potencial v diagnostiki.
Bioinformacijska analiza v $tudiji Krawetz in sod. (2011) je razkrila, da je v ¢loveski
semencici prisotnih veliko razredov majhnih molekul RNA. Med njimi najdemo mikro
molekule RNA (angl. microRNA; miRNA) (=7%), molekule piRNA (angl. Piwi-
interacting) (=17%) in Se nekatere druge molekule RNA, kot so npr. »repeat-associated
small interfering RNAs« (rasiRNA) (=65%). Na podlagi uporabe mikromrez je bilo
pokazano, da se vzorec izrazanja majhnih nekodirajo¢ih molekul RNA tekom poteka
spermatogeneze dinami¢no spreminja in je razlien pri razli¢nih tipih neplodnosti. Tako so
preucevali razlike v izrazanju molekul MIRNA med plodnimi moskimi in tistimi, ki trpijo
za azoospermijo. Ugotovili so da sta dve molekuli miRNA pri pacientih z azoospermijo
povecano izrazeni, pri drugih dveh miRNA pa je izrazanje zmanjSano (Lian in sod., 2009).
V drugi $tudiji so opazili, da je molekula miRNA hsa-mir-191 manj izraZena pri pacientih
s teratozoospermijo (Grinchuk in sod., 2010). Namen studije Grinchuka in sod. (2010) je
bil poiskati razlike v izrazanju miRNA med normalno spermo merjascev in tisto, ki ima
veliko morfoloskih nepravilnosti. Ugotovili so, da je v primeru morfolosko oporecne
sperme prisotno povecano izrazanje Stirth miRNA, ena molekula miRNA pa je manj
izrazena (Curryin sod., 2011). Stevilne raziskave, v katerih so preudevali razlike v
izrazanju molekul miRNA, tekom razli¢nih faz spermatogeneze, nakazujejo, da je za
pravilen razvoj semencic zelo pomemben ravno pravi nabor molekul miRNA na
posameznih stopnjah zorenja. Vendar pa moramo povedati, da vseh teh molekul miRNA
ne boste nasli v nasi podatkovni zbirki, saj niso bile neposredno povezane z neplodnostjo.
V eni takih raziskav so Yan in sod. (2009) zeleli raziskati izrazanje miRNA tekom
spermatogeneze sesalcev. Uporabili so mikromreze miRNA, da bi ugotovili razlike v
vzorcih izrazanja genov med zrelo in nezrelo spermo opic (angl. rhesus monkey) ter v
testikularnem tkivu odraslih samcev, ¢loveske vrste. Analiza je pokazala, da se 15, od

skupno najdenih 26 miRNA razlikuje med zrelimi in nezrelimi testisi. Druga skupina (Yan
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in sod., 2007) pa je nasla 19 molekul miRNA, katerih izraZanje se razlikuje med zrelimi in
nezrelimi misjimi testisi. 14 jih je poveCano izraZenih, pet pa jih ima zmanjSano izrazanje.
V sorodni raziskavi so Lian in sod. (2009) opazili, da se med nezrelimi in zrelimi
merjas¢evimi testisi pojavljajo razlike v izrazanju pri kar 122 molekulah miRNA. Ro in
sod. (2007) so ugotavljali katere molekule miRNA se nahajajo v misjih testisih. Nasli so 28
takih, ki se ne izrazajo v nobenem drugem tkivu razen v testisih. Torley in sod. (2011)pa so
za model uporabili ovna in so skusSali preuciti izrazanje miRNA v spolnih celicah
zarodkov. Nasli so 24 miRNA, ki se pojavijo v testisih zarodka pri 42 dnevih in 43
miRNA, ki jih je mo¢ najti v zarodku starem 75 dni. Poleg tega pa rezultati slednje
raziskave nakazujejo tudi, da je miR-22 udelezena v zaviranju signalne poti estrogena v

fetusu.
4.1.3 Raven proteinov

S pregledom obstojece literature smo zbrali 79 proteinov, za katere je bilo domnevano, da
so udelezeni v mogki neplodnosti. Studije opisujejo razlike v izraZanju proteinov ali pre-
proteinov med kontrolno skupino plodnih moskih in moskimi, z nepravilnostmi pri procesu
zorenja semencic. Tako so Milardi in sod. (2012) zabelezili vsaj 919 razli¢nih proteinov v
posameznem vzorcu semenske tekocine, izmed teh pa so nekateri najverjetneje krivei za
neplodnost. Eden izmed takih kandidatov je fertilin, povrSinski protein semencic,
heterodimer, sestavljen iz o in  podenote. Fertilin najverjetneje spodbuja pripenjanje
semencice na jajéno celico, kasnejSe zlitje omenjenih celic in aktivacijo jajne celice
(Bigler in sod., 1997). Omenjeni protein so odkrili z imunoblot analizo proteinov
semencic. Ugotovili pa so tudi, da so semencice miSk, katere nimajo fertilina 3, nezmozne
pripenjanja na membrano jajéne celice. V tem primeru torej ne pride do zlitja semencice in
jajéne celice ter posledicno ne do potovanja iz maternice v ovidukt in pripetja jajceca na
cono pelucido (Cho, 1998). Kumar in sod. (2012) so prvi porocali o nativni, inducibilni,
formaciji kompleksa albumin-prolaktin (angl. native human serum albumin (HSA)-
prolactin inducible protein (PIP) complex formation) v serumu ¢loveske semenske plazme.
Ze pred tem je bilo znano, da HSA ohranja gibljivost semencic (Harrison in sod., 1982),
nativno oblikovanje HSA-PIP kompleksa pa nakazuje na pomembno viogo PIP, kar

direktno korelira z moSko neplodnostjo/plodnostjo. V drugi Studiji, ki so jo izvedli Costur



25
Ogrinc A. Izdelava genomskega atlasa kandidatnih genov za reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

in sod. (2012) pa je predlagano, da ima protein NOS2 esencialno vlogo pri spermatogenezi.
Izvedli so histoloSko analizo vzorcev semenske tekocCine moskih, brez semenéic v
semenski tekocini, in plodnih moskih, iz kontrolne skupine. V vzorcih testisov moskih z
azoospermijo niso nasli spolnih celic, prav tako pa so odkrili, da se NOS2 pojavlja v
Sertolijevih in Leydigovih celicah, vendar pa je njegovo izrazanje, v vzorcih plodnih
moskih, zelo Sibko. Skupina Adama in sod. (2012) je ugotovila, da povecanje decorina
(DCN), proteina zunajceli¢nega matriksa, ki ga proizvajajo miofibroblasti, peritubularne
celice v stenah semenskih kanalckov (angl. seminiferous tubules), lahko povzroci
naravnovesje v parakrilnih signalnih poteh ¢loveskih testisov in ima lahko zato vlogo pri
moski neplodnosti. Ta hipoteza je bila potrjena z imunohistokemijsko analizo, katera je
pokazala depozite DCN v stenah semenskih kanalckov pri moskih z okvarjeno
spermatogenezo. Da bi razkrili proteinske kandidate in razvili diagnosti¢ne oznacevalce za
astenospermijo je bilo preucevano izrazanje 101 proteinov semenske tekocine, v 20
pacientih z astenospermijo. Dobljeni rezultati pa so bili primerjani z rezultati izraZanja
proteinov v kontrolnih vzorcih desetih plodnih posameznikov. V tej Studiji so uporabili
dvo-dimenzionalno proteomsko analizo in nasli 17 proteinov, katerih koli¢ina se razlikuje
med kontrolno skupino in skupino moskih z astenospermijo (Martinez-Heredia in sod.,
2008). Podobno raziskavo je izvedla tudi druga raziskovalna skupina, ki je preucevala
razlike v izrazanju proteinov semenske tekoc¢ine neplodnih pacientov. Nasli so 24 razli¢no
izrazenih proteinov, ki so zato potencialni diagnosti¢ni oznacevalci. Omenjene proteine so
razvrstili v pet skupin: spolno razmnozevanje, odziv na poskodbe, metabolni procesi,
celi¢na rast in/ali vzdrZevanje ter skupino s proteini, katerih niso znali uvrstiti v nobeno
izmed nastetih (Xu in sod., 2012). V naslednji studiji so primerjali pojavljanje proteinov v
plazmi semenske teko¢ine med plodnimi moskimi ter skupinami moskih z astenospermijo,
oligozoospermijo in azoospermijo. Uporabili so dvodimenzionalno diferencno gelsko
elektroforezo ter z njo odkrili osem proteinov, ki so potencialni oznacevalci za
azoospermijo, saj so statisticno znacilno bolj izrazeni v skupini moskih z azoospermijo, ce
primerjamo z vsaj eno od ostalih skupin moskih (kontrola, astenospermija,
oligozoospermija) (Davalieva in sod., 2012). Thacker in sod. (2011) so s primerjavo vzorca
proteinov semenske tekocine med plodnimi in neplodnimi moskimi nasli §tiri proteine
(angl. semenogelin Il precursor, prolactin-induced protein, clusterin isoform 1, and

prostate-specific antigen isoform 1 preproprotein), ki so pretezno prisotni v semenéicah
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zdravih moskih. Prekurzorja semenogelina II in izoforme clusterina 1 pa v semencicah
neplodnih moskih sploh ni bilo. Poleg tega je bilo odkritih 45 proteinov, katerih izrazanje
je povisano, in 56 proteinov z zmanjSanim izrazanjem v skupini moskih z astenospermijo.
DJ-1 protein je eden izmed tistih, ki so manj izrazeni v semenski teko¢ini moskih z
astenospermijo. Na podlagi te ugotovitve so pri§li do spoznanja, da je DJ-1 protein
udelezen v nadzoru oksidativnega stresa in je bil zato nivo reaktivnih kisikovih radikalov v
pacienti z astenospermijo kar 3,3-krat visji (Wang in sod., 2009). Omeniti velja tudi Studijo
Barde in sod. (2012), kjer so preucili izrazanje druzine BET genov v ¢loveskih testisih z
nepravilnostmi pri spermatogenezi. Ugotovili so, da je BRDT gen edini iz druzine BET, ki
se izraza v testisih pacientov s sindromom Sertolijevih celic. V literaturi navajajo tudi, da
visoka in nizka gibljivost semencic kaze razliCen vzorec fosforiliacije proteinov. S
proteomsko analizo so namre¢ Chan in sod. (2009) odkrili, da je TUBGCP2 (angl. y-
tubulin complex associated protein 2) hipofosforiliran v primeru semencic s slabo
gibljivostjo. Podobno so pomembnost fosforilacije proteinov dokazali tudi Vijayaraghavan
in sod. (2000), ki so pokazali, da fosforilacija tirozina, v 55 kDa velikem GSK3A proteinu,
variira. Slednje ima neposreden vpliv na gibljivost, kar nakazuje na regulacijo gibljivosti

semencic s fosforilacijo.

4.1.4 Epigenetika

Kar nekaj $tudij nakazuje, da je lahko moska neplodnost prav tako posledica epigenetskih
mehanizmov, kot je npr. metilacija DNA. S pregledovanjem literature, ki opisuje stanje
metilacije DNA, smo zbrali 12 kandidatnih genov, katerih epigenetske modifikacije imajo
vpliv na plodnost moskih. Tako je bila npr. izvedena S§tudija, v kateri so preucevali
ponastavitev genetskega vtisnjenja pri neplodnih moskih, ter nasli nenormalno ocetovsko
metilacijsko genetsko vtisnjenje (angl. abnormal paternal methylation imprint) v 14,4%
neplodnih pacientov in nenormalno genetsko vtisnjenje podedovano od mame pri 20,6%
neplodnih pacientov (Kobayashi in sod., 2007). Hartmann in sod. (2006) pa so druga¢nega
mnenja, saj pravijo, da glavni vzroki za epigenetske nepravilnosti po ART izhajajo iz
dogodkov v jajéni celici. Pri ljudeh so spermatogoniji ploda (angl. fetal spermatogonia)
vecinoma nemetilirani na mestu H19 diferencialno metilirane regije (angl. differentially

methylated region, DMR), v nasprotju pa so spermatogoniji v testisih odraslih moskih
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znaCilno metilirani v tej regiji. Boissonnas in sod. (2009) so dokazali, da so epigenetske
motnje na Sestem CTFC mestu (angl. 6th CTFC site) H19 DMR morda pomemben
biooznacevalec za kvantitativne nepravilnosti pri spermatogenezi (teratozoospermija in/ali
oligo-asteno-teratozoospermija) ljudi. Nedavni rezultati so pokazali, da nepravilnosti
metilacije sperme lahko obsegajo veliko Stevilo genov, prizadeti pa so lahko tudi
neimprintirani geni. V skladu s tem Wu in sod. (2010) poroc¢ajo, da je hipermetilacija
promotorja gena MTHFR v semencicah povezana z nepojasnjeno mosko neplodnostjo.
Poleg tega so Dhillon in sod. (2007) Studirali metilacijski status otockov CpG v genu
GSTM1 z metilacijsko specificnim PCR in odkrili, da epigenetsko utiSanje gena GSTM1
povzro¢i mosko neplodnost. Huang in sod. (2006) so s pomocjo kvantitativnega
metilacijsko specificnega PCR nasli znacilne razlike v metilaciji gena ALF med testisi pri
odraslih, pri zarodku in pri neplodnih moskih. V drugi $tudiji pa so analizirali vzorec
metilacije DNA genov H19 in MEST, ki spadata med imprintirane gene, ter ugotovili, da je
nenormalna metilacija teh genov v semenski tekoCini pri c¢loveku povezana z
oligozoospermijo (Marques in sod., 2007). Preucevan je bil tudi metilacijski status
diferencialno metiliranih regij v semenski tekocini 97 moskih, ki so prisli na zdravljenje
zaradi neplodnosti. V njihovih vzorcih so nasli nenormalno ocetovsko metilacijo, v H19 in
MEGS3, ter nenormalno metilacijo podedovano po materi, v MEST, KCNQ1OT1, PLAGL1,
PEG3 in SNRPN (Kobayashi in sod., 2007). Ugotavljanje metilacije DNA na obmocju
otoc¢kov CpG s pirosekvenciranjem, je v vzorcih ¢loveske sperme zdravih moskih, moskih
s teratozoospermijo in/ali oligo-astheno-teratozoospermijo, pokazalo odsotnost metilacije v
skupini moskih s teratozoospermijo. V skupini pacientov z oligo-asteno-teratozoospermijo
je bila pogosta izguba metilacije v Sesti regiji CTCF in to je koreliralo s koncentracijo
semencic v semenski teko¢ini (Boissonnas in sod., 2009). Nanassy in sod. (2011) so
preucevali metilacijski status promotorja gena CREM v pacientih z nenormalnim
razmerjem med genoma za protaminl in protamin2 (P1/P2), pri pacientih z
oligozoospermijo. Ugotovili so, da imajo ti pacienti v primerjavi z zdravimi moskimi,
povecano metilacijo promotorja gena CREM. Predlagano je bilo, da imajo protamini morda
pomembno vlogo v mehanizmih epigenetskega imprintinga. Studije so namreé pokazale,
da je povprecno razmerje med protaminom 1 in protaminom 2 priblizno 1 in da je

nenormalno izrazanje protaminov odkrito pri znacilnem odstotku neplodnih moskih. Aoki
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in sod. (2006) so objavili prvo Studijo v kateri navajajo, da je vsebnost protaminov v

spermi znacilno povezana s fragmentacijo DNA.

4.2 1ZDELAVA KATALOGA LOKUSOV, POVEZANIH Z REPRODUKCHO PRI
MOSKEM SPOLU SESALCEV IN NJIHOVA GENOMSKA RAZPOREDITEV

Po obseznem pregledu vse razpolozljive literature Smo najprej izdelali seznam, ki smo ga
nato uredili, precistili, in dobili katalog lokusov, povezanih z reprodukcijo pri moskem
spolu sesalcev. Podatkovna zbirka bo po objavi ¢lanka prosto dostopna na spletni strani

Integratomics-TIME (http://www.integratomics-time.com/male_reproduction). Kandidatni

geni so predstavljeni kot ¢loveski ortologi. Katalog lokusov, povezanih z reprodukcijo pri
moskem spolu sesalcev nameravamo dopoljnjevati z novimi kandidatnimi geni, ki jih bodo

raziskovalci v prihodnosti povezali z neplodnostjo.

Kromosomske lokacije lokusov povezanih z mosko neplodnostjo smo tudi grafi¢no
prikazali v obliki genomskega prikaza. Prikaz bo po objavi ¢lanka prosto dostopen na
spletni strani Integratomics-TIME (http://www.integratomics-

time.com/male_reproduction).

4.3 ANALIZA BIOLOSKIH POTI IN RAZVRSCANJE KANDIDATNIH GENOV PO
PRIORITETI

Z bioinformacijskim orodjem DAVID Bioinformatics Resources 6.7 (Huang da in sod.,
2007) smo izvedli obogatitveno analizo kandidatnih genov iz nase podatkovne zbirke
lokusov povezanih z moSko neplodnostjo. V orodje smo vnesli 826 genov, katerim je bilo
mozno dolociti ortologe za ¢loveka. Rezultat analize je bil seznam 1744 bioloskih poti, v
katerih se pojavijo geni, ki smo jih vnesli v analizo. Za dolocitev znalilnosti rezultata
obogatitvene analize smo upostevali Bonferronijevo statistiko (Bonferroni p-vrednost <
0,0095) in pa p-vrednost znacilnosti rezultata (p < 0,01). Izmed 1744 bioloskih poti je 263
poti zadostilo obema pogojema. Za nadaljnjo analizo smo se osredotocili na prvih deset

najbolj statisti¢no znacilnih bioloskih poti, ki so prikazane v preglednici 4.
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Preglednica 4: Preglednica prikazuje prvih deset najbolj pomembnih bioloskih poti glede na p-vrednost in

Bonferroni statistiko.

Bioloska pot §t. genov* p-vrednost Bonnferoni p-vrednost
sexual reproduction 181 4,6E-110 1,8E-106
multicellular organism reproduction | 176 4,2E-99 1,6E-95
reproductive process in a

multicellular organism 176 4,2E-99 1,6E-95
gamete generation 157 5,4E-95 2,1E-91
spermatogenesis 139 1,6E-92 6,3E-89
male gamete generation 139 1,6E-92 6,3E-89
reproductive developmental process | 123 5,6E-84 2,2E-80
reproductive cellular process 83 6,9E-60 2,7E-56
disease mutation 200 1,1E-48 7,3E-46
germ cell development 58 2,5E-45 9,8E-42

*Stevilo genov iz kataloga lokusov, povezanih z reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev, ki se nahaja tudi v
tej bioloski poti.

V naslednjem koraku smo podrobneje preucili gene, ki se nahajajo v nastetih desetih
bioloskih poteh (preglednica 4) in poiskali gene, ki se pojavijo v ve¢ poteh. Ugotovili smo,
da se 13 genov pojavi v vseh desetih bioloskih poteh, 40 v devetih poteh, devet v osmih, 22
v sedmih, 65 v Sestih in Sest v Sestih najbolj statisti¢éno znacilnih bioloskih poteh. Rezultati

so prikazani v preglednici 5.
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Preglednica 5: Preglednica prikazuje seznam genov, ki se pojavljajo v ve¢jem $tevilu najbolj pomembnih

bioloskih poti glede na analizo z bioinformacijskim orodjem DAVID.

Stevilo bioloskih
poti

Simboli genov

10

BRCA2, MKKS, PAFAH1B1, OCA2, ZBTB16, FANCG, BAX, KIT, SIX5, BBS2, BBS4,
DHH, DLD

YBX2, NEURL, HOOK1, AFF4, DAZL, DMC1, REC8, PRM1, KLHL10, SPAGS,
PRM2, TPGS1, NR2C2, HIFNT, FNDC3A, UBE2B, CAPZA3, GAPDHS, PVRL2,
SOX3, NROB1, PCSK4, ERCC1, HSPA2, MEI1, RNF17, ADAD1, ALMS1, TRIP13,
TNP1, TSSK6, SPANXB1, FSHB, PIWIL1, SYCP3, FSHR, DDX25, STRBP, TBPL1,
AGFG1

WT1, AKT1, FANCC, BCL2, BCL2L2, ACVR2A, INSL3, PIWIL2, BMP4

CSDA, APOB, HMGB2, MLH1, SPATA16, SMADS5, BCL2L11, GAMT, MSH4,
CXCL12, CCND2, SHBG, PROK2, TEX15, LMNA, CXCR4, SOHLH1, SIRT1,
PIWIL4, TNP2, ACOX1, PCYT1B

GMCL1, WFEDC2, SPAG11B, CREM, MORC1, OVOL1, UBR2, BCL6, SPAG16,
RBMY1A 1, CADM1, CATSPER2, HOXA10, MAK, NANOS2, HSF2, HSF1, DAZ1,
SPAG11A, GPR64, ADAM29, ACSBG2, SPATA9, CATSPERS3, DAZ2, PSME4,
SIAH1, THEG, SPO11, OAZ3, CATSPER4, H2AFX, FOXJ1, PTTG1, PAFAH1B2,
ODF1, BOLL, BAGALNT1, SPEM1, CREB3L4, TAF7L, KDM3A, ADCY10, RAD23B,
ADAMTS2, TSSK2, NOS3, DNAJA1, NANOS3, TSSK4, SBF1, DNMT3L, GSR,
SERPINAS, SYCP1, LIMK2, CCNAL, CLDN11, GPX4, CATSPER1, USP9Y, GLI1,
CDY1, BPY2, UTP14C

ATM, FANCD2, BAGALT1, LEPR, HEXB, PICK1

Geni, ki se pojavijo v vseh desetih ali devetih najbolj znalilnih bioloskih poteh so
podrobneje opisani v preglednici 6. Analiza genomske lokacije kandidatih genov je
pokazala, da glede na zastopanost genov izstopata kromosom 12 in kromosom 19. Na

kromosomu HSA12 se nahaja pet genov, na HSA19 pa osem izmed 53 kandidatnih genov,

ki se pojavijo v vseh desetih ali pa v vsaj devetih najbolj znacilnih bioloskih poteh.
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Preglednica 6: Seznam statisti¢no najbolj znacilnih kandidatnih genov povezanih z reprodukcijo pri moskem
spolu sesalcev. Preglednica prikazuje gene, ki se pojavijo v vseh desetih ali devetih izmed prvih deset

statisti¢no najbolj znacilnih bioloskih poti glede na p-vrednost in Bonnferoni p-vrednost.

Entrez_ID simbol ime gena kromosom

675 | BRCA2 breast cancer 2, early onset 13

8195 | MKKS McKusick-Kaufman syndrome 20

5| sos|parais | el %

E 4948 | OCA2 oculocutaneous albinism Il 15

’g 7704 | ZBTB16 zinc finger and BTB domain containing 16 11

'-E 2189 [ FANCG Fanconi anemia, complementation group G 9

3 581 | BAX BCL2-associated X protein 19

2 3815 | KIT \é—nliig;earl]redzgﬁjgllzegman 4 feline sarcoma viral 4

.% 147912 | SIX5 SIX homeobox 5 19

.;' 583 | BBS2 Bardet-Biedl syndrome 2 16

S 585 [ BBS4 Bardet-Biedl syndrome 4 15

50846 | DHH desert hedgehog 12

1738 (DLD dihydrolipoamide dehydrogenase 7

51087 | YBX2 Y box binding protein 2 17

9148 | NEURL neuralized homolog (Drosophila) 10

= 51361 [ HOOK1 hook homolog 1 (Drosophila) 1

§_ 27125 | AFF4 AF4/FMR2 family, member 4

2 1618 | DAZL deleted in azoospermia-like 3

E 11144 | DMC1 DM(_:} dosage suppressor of_mclfl homolog, meiosis- 29
= specific homologous recombination (yeast)

g 9985 [ REC8 REC8 homolog (yeast) 14

z 5619 | PRM1 protamine 1 16

‘g 317719 | KLHL10 kelch-like family member 10 17

'E_ 9576 | SPAG6 sperm associated antigen 6 10

5 5620 [ PRM2 protamine 2 16

91978 | TPGS1 tubulin polyglutamylase complex subunit 1 19

7182 | NR2C2 nuclear receptor subfamily 2, group C, member 2 3
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se nadaljuje. ..

Entrez_ID simbol ime gena kromosom
341567 [ HIFNT H1 histone family, member N, testis-specific 12
22862 | FNDC3A fibronectin type I11 domain containing 3A 13
7320 | UBE2B ubiquitin-conjugating enzyme E2B 5
93661 | CAPZA3 capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 3 12
26330 | GAPDHS glljﬁer,:;\tlgszﬁce-&phosphate dehydrogenase, 19
5819 | PVRL2 Fnoel(ijci);/:g;sBr)eceptor-related 2 (herpesvirus entry 19
6658 [ SOX3 SRY (sex determining region Y)-box 3
190 | NROB1 nuclear receptor subfamily O, group B, member 1
54760 | PCSK4 proprotein convertase subtilisin/kexin type 4 19
= ERCCL excision repair cross-complementing rodent
g 2067 | ERCC1 repair deficiency, complementation group 1 (includes 19
: overlapping antisense sequence)
r§ 3306 | HSPA2 heat shock 70kDa protein 2 14
2 150365 | MEI1 meiosis inhibitor 1 22
= 56163 | RNF17 ring finger protein 17 13
_;'E 132612 | ADAD1 gg:;?isci)ne deaminase domain containing 1 (testis- 4
% 7840 [ ALMS1 Alstrom syndrome 1 2
'g 9319 | TRIP13 thyroid hormone receptor interactor 13 5
;aia 7141 | TNPL ';g;r;;i(;c;:]eﬁ:)()tein 1 (during histone to protamine 2
83983 | TSSK6 testis-specific serine kinase 6 19
728695 | SPANXB1 SPANX family, member B1 X
2488 | FSHB follicle stimulating hormone, beta polypeptide 11
9271 | PIWIL1 piwi-like RNA-mediated gene silencing 1 12
50511 [ SYCP3 synaptonemal complex protein 3 12
2492 [ FSHR follicle stimulating hormone receptor 2
29118 | DDX25 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 25 11
55342 | STRBP spermatid perinuclear RNA binding protein 9
9519 | TBPL1 TBP-like 1 6
3267 | AGFG1 ArfGAP with FG repeats 1 2
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4.4 PREVERJANJE POVEZAVE KANDIDATNIH GENOV Z REPRODUKTIVNIMI
LASTNOSTMI

Predlagani seznam kandidatnih genov, ki se pojavljajo v vseh desetih poteh smo preverili
na eksperimentalnih podatkih iz podatkovne zbirke MPD. Zanimalo nas je ali obstajajo
polimorfizmi znotraj mo¢nejsih kandidatnih genov odgovornih za mosko neplodnost, in ¢e
se geni razlikujejo v razporeditvi alelov med plodnimi in neplodnimi samci; ali imajo
plodni drugacen alel posameznega gena od neplodnih. V ta namen smo v podatkovni zbirki
MPD poiskali linije, ki se razlikujejo v reprodukcijskih lastnostih. 1zbrali smo tiste, katerih
samci se razlikujejo v Stevilu semencic. Podatek o Stevilu semencic semenske tekocine je
bilo v MPD mozno dobiti za 14 inbridiranih linij misi (prikazane na sliki 2). Za nadaljnjo
analizo smo nato izbrali stiri linije: dve liniji, ki sta imeli v semenski tekocini najveé
semencic (C57BL/6J in FVB/NJ) in dve liniji, ki sta imeli v semenski teko¢ini najmanj
semencic (AKR/J in C3H/HeJ). V naslednjem koraku nas je zanimalo ali imata te dve
skupini linij misi razlicno razporeditev alelov genov, katere smo predlagali za mocnejse
kandidatne gene, odgovorne za mosko neplodnost. Slika 3 prikazuje del obSirne Excelove
tabele z rezultati analize prisotnosti polimorfizmov v kandidatnih genih. Iskali smo torej
razlicno razporeditev alelov trinajstih genov, ki so se pojavili v vseh desetih statisticno
najbolj znacilnih bioloskih poteh: BRCA2, MKKS, PAFAH1B1, OCA2, ZBTB16, FANCG,
BAX, KIT, SIX5, BBS2, BBS4, DHH, DLD. Z orodjem MPD za preiskovanje genotipov
smo preverili ali obstajajo razlike v SNP-jih (angl. SNP / genotype variation query). Nasli
smo 17936 razli¢nih SNP-jev, ki se pojavljajo v omenjenih 13 genih. Nato pa smo postavili
kriterij, da se morajo aleli med plodnima in neplodnima linijama misi razlikovati. S tem
kriterijem smo seznam skrajSali na 508 SNP-jev, ki se nahajajo v Sestih genih: Brca2,
Pafahlbl, Oca2, Zbtb16, Fancg in Kit (preglednica 7).
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mutacija v intronu
mutacija v intronu
mutacija v intronu
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mutacija v intronu
mutacija v intronu
mutacija v intronu
mutacija v intronu
mutacija v 3'-UTR
mutacija v 3-UTR
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mutacija v intronu
mutacija v intronu
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rs26904660
rs29422624
rs47604351
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rs29450859
rs31851983
rs32979053
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rs253353334
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rs48137256
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rs31090430
rs32388505
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plodni liniji neplodni liniji
C57BL/6] FVB/NJ C3H/Hel AKR/l
T T C C
T T Cc C
T T A A
T T C C
T T C C
T T C C
T T C c
T T C c
G A A G
G A H A
G A G A
G T G T
G T G T
A A G G
A A C C
A A ¢ c
A A C C
A A G G
A A G
T T C C
A A G
A A T

Slika 3: Slika prikazuje posnetek zaslona (angl. print screen) dela preglednice v Excelu s 509 vrsticami v

kateri je prikazana razporeditev alelov posameznih genov med plodnimi in neplodnimi linijami mi$i. V

rdec¢em okvircku je prikazana razporeditev alelov, kjer sta imeli plodni liniji misi drugacen alel od neplodnih.
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Preglednica 7: Seznam Sestih kandidatnih genov, v katerih se pojavljajo SNP-ji, ki imajo razli¢ne alele med
plodnimi in neplodnimi inbridiranimi linijami misi. Preglednica prikazuje tudi lokacijo SNP-ja v genu ter

biotip posamezne mutacije

Mesto/biotip mutacije Geni
BRCA2 | PAFAH1B1 | OCA2 | ZBTB16 | KIT | FANCG

mutacija v intronu 2 185 46 263 1 1
sinonimna mutacija 0 0 0 0 1 0
nesinonimna mutacija 0 0 1 0 0 0
mutacijav 3'-UTR +

transkripcijska

razli¢ica

nekodirajocega gena 0 6 0 0 0 0
mutacija v 3-UTR 0 0 0 2 0 0
Stevilo vseh SNP-jev 2 191 47 265 2 1
5 RAZPRAVA

Z sistemati¢nim pregledom literature in podatkovnih zbirk smo zbrali 1069 genetskih
lokusov, ki so bili predhodno povezani z reprodukcijo pri moskm spolu sesalcev. Zaradi
uporabe pristopa primerjalne integratomike nam je bilo omogoc¢eno zdruziti podatke iz
razliénih zivalskih vrst pridobljenih z razliénimi raziskovalnimi metodami. Na osnovi
kataloga vseh pridobljenih podatkov smo sestavili seznam najbolj obetavnih kandidatnih
genov, katerim lahko v ustrezni podatkovni zbirki poiS€emo ortologe za vsako izmed

zivalskih vrst, tako da uporabimo karte sintenije.
5.1 ZBIRANJE IN SINTEZA GENOMSKIH PODATKOV

S sistemati¢nim pregledom literature in podatkovnih zbirk smo zbrali 1069 genskih
lokusov, ki so bili predhodno povezani z reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev: CNV,
QTL, dedni sindromi in razvojne nepravilnosti, mutacije DNA in polimorfizmi, vzorci
izrazanja (raven RNA), majhne nekodirajoce RNA (miRNA, piRNA), ekspresijski vzorci
proteinov in epigenetski dejavniki. Uporabili smo pristop primerjalne integratomike, da
smo lahko zdruzili podatke o razli¢nih zivalskih vrstah, ki so bili pridobljeni z razli¢nimi

raziskovalnimi metodami. Z uporabo tovrstnega pristopa se lahko namre¢ bolje spopademo
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s problemom razdrobljenih in pogosto nasprotujocih si podatkov pridobljenih iz $tudij, ki
uporabljajo samo eno metodo. Zdruzitev informacij iz razli¢nih Zzivalskih vrst ima prav
tako velik potencial za izboljSanje naSega poznavanja reprodukcije sesalcev. Podatki
pridobljeni iz razliénih modelnih organizmov so namre¢ omogocili razkritje $tevilnih

kandidatnih genov udeleZenih v reprodukcijo sesalcev.
5.1.1 Raven DNA
5.1.1.1 Razlic¢ice v Stevilu kopij (CNV)

Razli¢ice v Stevilu kopij posameznega odseka DNA, oziroma gena, vkljuCenega v
spermatogenezo, lahko povzro¢ijo neplodnost. Na aktivnost posameznih genov,
pomembnih za plodnost, lahko vplivajo CNV-ji, prav tako pa lahko povecano Stevilo kopij
vodi v nepravilno rekombinacijo tekom mejoze in posledicno v izgubo funkcionalnih
spolnih celic (Tuttelmann in sod., 2011). Razli¢ice v S$tevilu kopij obsegajo vec
nukleotidov, kot pa SNP-ji, kar $e dodatno poudari njihovo pomembnost za genetsko

raznolikost in evolucijo (Redon in sod., 2006).
5.1.1.2 Lokusi za kvantitativne lastnosti (QTL)

Pri sesalcih moSkega spola je plodnost kvantitativna lastnost, ki jo doloca veliko Stevilo
genov delujo¢ih na razlicnih ravneh. Posledi¢no je vzro¢ne gene znotraj teh obmodij Se
posebno tezko doloditi (L'Hote in sod., 2007). Dolo¢anje obseznih kromosomskih regij,
vkljuc¢enih v mosko plodnost, je prvi korak na poti do finega mapiranja vzro¢nih genov. Le
Roy in sod. (2001) so v svoji §tudiji uporabili imbridirane linije laboratorijskih misi in z
njimi izvedli kvantitativno genetsko analizo ter pregledali celotni genom, da bi nasli regije
odgovorne za tezo semenskih veziklov in testisov. Identifikacija slednjih genov bi namrec
pomagala pri iskanju sorodnih genov v c¢loveku, tako da bi uporabili primerjalne
zemljevide (angl. comparative maps), hkrati pa bi omogo¢ila tudi razvoj Zivalskih modelov

za sterilnost (Le Roy in sod., 2001).
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5.1.1.3 Dedni sindromi in razvojne nepravilnosti z neplodnostjo v klini¢ni sliki

Stevilni molekularni dejavniki so bili povezani z mosko neplodnostjo, a jih ima do sedaj le
malo resni¢ni pomen v rutinski klini¢ni praksi (Ferlinin sod., 2007; Matzuk in Lamb,
2008). Znani so S$tevilni monogenski sindromi in razvojne nepravilnosti, ki so zbrani v
podatkovni zbirki OMIM in so povezani z napakami v spermatogenezi. Nefunkcionalnost
dolocenih genov rezultira v neuspesni spermatogenezi in fenotipih kot so hipogonadotropni
hipogonadizem, kriptorhizem, odlozena puberteta (angl. delayed puberty), moski
psevdohermafroditizem in dvoumna spolovila (angl. ambiguous genitalia) (Hardelin in
sod., 2008; Visser in Repping, 2010). Meschede in sod. (1997) ocenjujejo, da je veliko
tovrstnih stanj spregledanih. Cilj mora biti povecati zavedanje prisotnosti teh fenotipov in
jih pravilno diagnosticirati, saj le to bolniku prinese $tevilne koristi. Spoznanje, da gre za
genetsko nepravilnost, je pomembno tudi pri ocenjevanju tveganja, da se bo stanje preneslo
na potomca. Kljub temu, da so monogenske nepravilnosti redke, jih ne smemo zanemariti,
ko skusamo ugotoviti zakaj par ne more imeti otrok. Ena izmed najbolj pogostih prirojenih
nepravilnosti, ki je povezana z mosko neplodnostjo, je mutacija v genu CFTR (angl. cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator), ki se kaze v azoospermiji, zaradi
prekinjene povezave med epididimisom in ejakulacijskim kanalom. Slednje prepreci
oploditev, oziroma povzro¢i kongenitalno obojestransko odsotnost semenovoda (O'Flynn
O'Brien in sod., 2010). Genetski sindromi in nepravilnosti so sicer redki povzrocitelji
oligospermije in azoospermije pri moskih, ki vstopajo v postopke ICSI, vendar pa jih
moramo imeti v mislih, saj se v tem primeru genetska okvara lahko prenese na potomce
(Johnson, 1998).

5.1.1.4 Modeli misi - pristop iskanja kandidatnih genov

V literaturi in v podatkovni zbiri MGI je mo¢ najti podatke o Stevilnih linijjah misi, ki so
pomembne za Studij neplodnosti. Znanje pridobljeno na tovrstnih modelnih organizmih
nam omogoca, da lazje najdemo pravi vzrok podobnim bolezenskim stanjem pri ljudeh
(Rockett in sod., 2004). V biomedicinskih raziskavah se uporabljajo transgeni ter mutirani
modeli misi s plodnostnim fenotipom in pa spontane ter inducirane mutantne linije.
Mutacije so torej lahko tar¢ne ali naklju¢ne. Za tarcno spreminjanje genoma se uporablja

metoda CRE/loxP, homologna rekombinacija ter vektor za ujetje eksona (angl. exon gene
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trap vector). V ta namen pa je mogoce uporabiti tudi podobno tehniko za utiSanja gena
(angl. gene knock-down), kjer zmanjSamo izrazanje gena z uporabo interferen¢ne RNA
(angl. interference RNA; RNAI). V literaturi smo zasledili en tovrstni primer, kjer so pri
misi preprecili izrazanje proteina VAMP4 z uporabo RNAi in s tem poizkusom prvic¢
neposredno dokazali, da imajo proteini SNARE pomembno vlogo pri nastanku akrosoma.
Pri misih z utiSanim proteinom VAMP4 so namre¢ opazili nepravilnosti v jedru in pri zlitju
akrosomalnega vezikla v spermatidah in kasneje v spermi (Guo, Shen in sod., 2010). Ker
tovrstne strategije, ki temeljijo na fenotipu, ne zahtevajo predhodnega poznavanja
odgovornega gena, so popolnoma nepristranske in nam zato omogoc¢ajo najti gene, za

katere nebi pricakovali, da imajo vlogo pri reprodukciji (Handel in sod., 2006).
5.1.1.5 Asociacijske Studije in iskanje mutacij

Mnogi polimorfizmi posameznih nukleotidov in ostale mutacije (majhne insercije ali
delecije) v posameznih genih, Se posebno tistih, ki SO neposredno pomembni za
spermatogenezo, ter v ne-kodirajocih regijah, so bili povezani z mosko neplodnostjo.
Zavedati pa se moramo, da so tovrstni rezultati pogosto v neskladju, povezave z
neplodnostjo pa so Sibke in prihodnje Studije velikokrat ne uspejo potrditi prvotnih

rezultatov (Aston in Carrell, 2009; Hu in sod., 2011).

a.) Asociacijske Studije na ravni celotnega genoma (GWAS)

Pri pristopu GWAS gre za primerjavo celotnega genoma plodnih in neplodnih moskih ter
iskanje razlik v nukleotidnem zaporedju med tema dvema skupinama. Zavedati se moramo,
da neplodnost spada med kompleksne bolezni in je zato najpogosteje rezultat Stevilnih
dednih dejavnikov, torej je povezana z velikim Stevilom genov. Glavni cilj asociacijskih
Studij je dolociti kolikSno tveganje za dolo¢eno bolezen ima posameznik. Slednje dolo¢imo
na podlagi njegovega genoma, nato pa skuSamo to tveganje zmanjSati/prepreciti s
preventivnimi ukrepi (model predvidi in prepreci) (Libioulle in Bours, 2012). Testiranja, ki
temeljijo na mreznih platformah (angl. Array-based testing platforms), bodo najverjetneje
zelo spremenile nase razumevanje molekularnih osnov neplodnosti. Po zgledu genetskih

mreZ, je tudi na tem podrocju Zelja razviti diagnosticni test v obliki plosce z deset do 1000
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proteinskih in peptidnih oznacevalcev, saj bi s tovrstnim testom dosegli mnogo visjo
diagnosti¢no specifi¢nost (Petricoin in sod., 2006). Najverjetneje bo v prihodnosti pristop
GWAS zelo razsiril nase poznavanje vzrokov moske neplodnosti in s tem pomembno
doprinesel k odkritju novih diagnosti¢nih metod in novih moznosti zdravljenja (Aston in
Carrell, 2009).

b.) Asociacijske studije posameznih lokusov
e Polimorfizmi posameznih nukleotidov

Da bi preucili ali polimorfizem posameznega gena vpliva na plodnost, v tovrstnih Studijah,
ki veljajo za starejSi pristop asociacijskih $tudij, testirajo skupino neplodnih moskih in
kontrolno skupino plodnih ter gledajo ali je mo¢ najti razlike v SNP-jih preucevanega
gena. Do sedaj je bilo samo 61, izmed skupno 571, izbitih genov pri misih in samo 15,
izmed skupno 135, diferencialno izrazenih genov, testiranih z asociacijskimi Studijami pri
ljudeh ali domacih Zivalih. Kljub obSirnemu seznamu kandidatnih genov, se v asociacijskih
Studijah Se vedno osredotocajo le na omejeno Stevilo, dobro poznanih, kandidatnih genov
ali genskih obmocij (regij). Npr. preucujejo polimorfizem znotraj gena AR in iSCejo
mikrodelecije v obmoc¢ju AZF. V tej studiji smo zdruzili kandidatne gene, povezane z
neplodnostjo pri ¢loveku, z geni iz asociacijskih §tudij na zivalih ter jih prikazali kot
cloveske ortologe. Velika ve€ina zbranih kandidatnih lokusov, testiranih za povezavo z
neplodnostjo, izvira iz asociacijskih Studij na ljudeh, in le nekaj jih je iz asociacijskih Studij
na merjascih, bikih in konjih. Potrebno pa je omeniti, da ponovitve posameznih $tudij, kjer
uporabijo druge vzorce, pogosto ne uspejo potrditi rezultatov prvotne Studije. Razlogi za
ne-ponovljivost rezultatov so etni¢na raznolikost, heterogenost v preucevani skupini in pa
nepravilnosti pri zasnovi poteka poskusa. Dodatne Studije, na vecjem Stevilu vzorcev, bodo
potrebne, da bodo validirale tovrstne rezultate in ugotovile vzroke variabilnost (Aston in
Carrell, 2009).
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. PoviSanje Stevila nukleotidnih ponovitev

Povecanje ponovitev Stevila nukleotidov je bilo prav tako povezano z neplodnostjo pri
moskih. Vendar pa Peterlin in sod. (2007) opozarjajo na slabo ponovljivost rezultatov.
Nasli so namre¢ deset Studij, ki so preucevale polimorfizem v genu AR in njegovo
povezavo z neplodnostjo, ter to povezavo potrdile. Vendar so nasli tudi 10 Studij, ki
omenjene povezave niso potrdile. Slednje nakazuje, da so rezultati pogosto v neskladju in
da nadaljnje Studije mnogokrat ne uspejo potrditi prvotnih ugotovitev. Tudi v primeru
povezave med dolzino ponovitev CAG v genu za mitohondrijsko polimerazo gama
(POLG) in neplodnostjo pri moskih, so rezultati v neskladju, saj sta dve skupini povezavo
potrdili (Rovio in sod., 2001; Jensen in sod., 2004), stiri skupine pa niso uspele dokazati
korelacije (Krausz in sod., 2004; Aknin-Seifer in sod., 2005; Brusco in sod., 2006; Liu in
sod., 2011). Da bi preverili hipotezo, da se dolzina ponovitev CAG, med kontrolno skupino
in skupino moskih z oligospermijo razlikuje tudi v primeru gena ATXN1, so Kunej in sod.
(2004) preucevali alele gena DMPK, ampak te povezave niso uspeli potrditi. Kot je
razvidno iz omenjenih $tudij naj Se enkrat poudarimo, da so si rezultati pogosto v
neskladju. Ce Zelimo odpraviti pomanjkanje ponovljivosti, moramo $tudije izvesti na
vecjih skupinah moskih, saj bo le to povecalo zanesljivost interpretacije podatkov.
Variabilnost rezultatov pa je pogosto tudi posledica etni¢ne raznolikosti preucevanih
skupin in zaradi tega morajo biti Studije izvedene na razli¢nih populacijah (Aston in

Carrell, 2009).
5.1.2 Raven RNA
5.1.2.1 Studije izraZanja genov

S podrobno analizo in primerjavo vzorcev izrazanja genov, pridobljenih z mikromrezami,
lahko opazimo razlike med genskimi prepisi prisotnimi pri plodnih in neplodnih moskih
(Garrido in sod., 2009). Zanimiv $tudijski pristop so uporabili Maratou in sod. (2004), ki so
zeleli preucevati kako na celotni transkriptom vpliva delecija gena Dazl. Slednje so
preucevali tako, da so misi izbili gen Dazl ter nato njen vzorec izrazanja primerjali s tistim
iz kontrolne skupine normalnih misi. Dokazali so, da ima odsotnost izrazanja gena Dazl

velik ucinek in da zaradi tega ve€ina genov v zarodnih celicah ostane na bazi¢nem nivoju
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(angl. baseline levels). Na podlagi molekul RNA, izoliranih iz semencéic, lahko torej

ugotovimo zakaj je moski neploden (Hamatani, 2012).
5.1.2.2 Majhne nekodirajo¢e RNA

V jedru odrasle semencice se nahaja veliko Stevilo molekul RNA, ki pa se ne prepisujejo.
Pomen majhnih nekodirajo¢ih molekul RNA, kot regulatorjev stabilne RNA transkripcije
in translacije postaja vedno bolj ociten (Plasterk, 2006). Predpostavlja se, da so miRNA
povezane z mosko neplodnostjo, ker delujejo kot postranskripcijski zaviralci (angl.
suppressors), tako da se preko baznega parjenja pripnejo na svoje tarcne molekule mRNA
in posledi¢no povzrocijo zaviranje njihovega prepisovanja ali pa jih destabilizirajo (Kim in
Nam, 2006). Zatorej visok nivo genskega izrazanja ne rezultira vedno tudi v poviSanem
izrazanju proteinov (Mclver in sod., 2011), saj molekule miRNA vplivajo na molekule
MRNA in s tem zavirajo sintezo proteinov, ki jih le te kodirajo. Na ta nacin je
nadzorovanih priblizno 30% ¢loveskih genov (Lewis in sod., 2005). He in sod. (2009) pa
so nedavno tega pojasnili, kako nadzor prepisovanja molekul mMRNA v proteine poteka na
molekularnem nivoju. Pomembno je poudariti, da SNP-ji igrajo pomembno vlogo tudi na
ravni RNA, saj se lahko pojavijo v prekurzorjih miRNA, v tar¢nih mestih za miRNA in pa
v izrezovalnem kompleksu (angl. silencing machinery). Poleg nastetega lahko SNP-ji
vplivajo na funkcijo miRNA in zelo pogosto imajo zaradi tega fenotipske uéinke, kot je
npr. nagnjenost k doloCeni bolezni (Georges, 2007). Zaradi pomembnosti poznavanja
tovrstnih polimorfizmov so Zorc in sod. (2012) izdelali katalog SNP-jev v regiji seed
molekul miRNA za Sest razli¢nih zivalskih vrst (¢lovek, mis, pis€anec, Simpanz, podgana

in cebrica), ki je prosto dostopen na medmrezju (http://www.integratomics-time.com/miR-

seed-SNPs/catalog/). Ogorevec in sod. (2011) pa so raziskovali vpliv variabilnosti tar¢

molekul miRNA, v genih povezanih z mosko neplodnostjo. Tovrstni geni imajo potencial
postati novi molekularno-genetski oznacevalci, ki bi jih lahko uporabili v diagnostiki
moske neplodnosti. Geni, ki se ve€inoma izraZajo samo v testisih ter imajo polimorfne 3’-
UTR (neprevedljivo obmocje; angl: untranslated region) in/ali ohranjena taréna mesta za
MIRNA so najverjetneje geni, na katere vplivajo molekule miRNA ter lahko s tem
prispevajo k moski neplodnosti. Nedolgo nazaj so odkrili nov razred majhnih

nekodirajo¢ih molekul RNA in jih poimenovali molekule piRNA (angl. Piwi-interacting


http://www.integratomics-time.com/miR-seed-SNPs/catalog/
http://www.integratomics-time.com/miR-seed-SNPs/catalog/
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RNASs). Te molekule so obilno izrazene med spermatogenezo in imajo najverjetneje vlogo v
njeni regulaciji, represiji prenosa retrotranspozonov Vv spolnih celicah, epigenetski
regulaciji ter pozitivni regulaciji prevajanja in stabilnosti molekul mRNA (Grivna, 2006;
Sai Lakshmi in Agrawal, 2007). Sai Lakshmi in Agrawal (2007) sta pripravila
piRNABanko, ki trenutno vsebuje 35823 piRNA najdenih pri ¢loveku, poleg tega pa Se
53895 pri misi, 46444 pri podgani, 44417 od drozofile, 356550 od cebrice in 147 od
»platypus«. Tako piIRNA kot molekule miRNA se vezejo na protein MIWI, ki je nujen za
pravilen potek spermatogeneze in pripada druzini Argonautnih proteinov po imenu PIWI.
Ta protein je najverjetneje povezan z regulacijo celiCnega aparata za prevajanje molekul
(Grivna, 2006). Reuter in sod. (2011) so pokazali, da okvara kataliti¢ne aktivnosti MIWI
proteina pri misih, zaradi to¢kovne mutacije, povzroca neplodnost samc¢kov. Zaradi tega
so dokazali, da protein MIWI neposredno razreze informacijsko molekulo RNA
transpozona. Yan in sod. (2007) so nasli molekulam piRNA podobne molekule ter jih
poimenovali pilRNA (angl. piRNA like RNA). Te molekule se ve¢inoma nahajajo v misjih
testisih, kar pa nakazuje, da verjetno igrajo pomembno vlogo v nadzoru spermatogeneze.
Da bi ugotovili natan¢no vlogo in potek regulacije s strani molekul piRNA pa so na tem

podrocju potrebne Se nadaljnje Studije.
5.1.3 Raven proteinov

Proteomika se je razvila v pomembno podro¢je biologije in medicine, katerega glavni
namen je poiskati in validirati mo€ne tar¢e na molekularnem nivoju, katere bi lahko
uporabili za razvoj obcutljivih diagnosti¢nih postopkov (Tomar in sod., 2010). Potencialne
biooznacevalce za mosko neplodnost iS¢ejo v semenski plazmi, ki predstavlja meSanico
izlockov iz testisov, obmodka in nekaterih pomoznih Zlez. V njej najdemo Stevilne
proteine, ki so pomembni za pravilno delovanje in prezivetje semencic (Davalieva in sod.,
2012). Za razvoj novih biooznaéevalcev v diagnosticne namene je pomembno dolociti
celotni nabor proteinov v semenski tekocCini, vse proteine v repu semencice, vse
membranske proteine itd. (Barratt, 2008). Sedanja proteomska orodja omogocajo poiskati
proteine, katerih izrazanje je spremenjeno v vzorcih sperme neplodnih moskih in zatorej

verjetno prispevajo k neplodnosti. Uporaba bioinformatike pa bo pripomogla k
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razumevanju velike koli¢ine podatkov, zbranih s protemskimi $tudijami (du Plessis,
Kashou in sod., 2011). Proteinski biooznacevalci lahko pripomorejo k boljSemu
razumevanju nepoznanih vzrokov moske neplodnosti in nas lahko zatorej vodijo k

odkrivanju boljsih terapevtskih resitev (Tomar in sod., 2012).
5.1.4 Epigenetika

Znano je, da je moska neplodnost lahko tudi posledica epigenetskih nepravilnosti, kot je
npr. neustrezna metilacija DNA. Nenormalno epigenetsko programiranje je bilo predlagano
za enega izmed mogocih faktorjev, ki prispevajo k moski neplodnosti. Dokazano je bilo, da
okoljski toksini povzro¢ijo kromosomske ali pa epigenetske nepravilnosti v spolnih
celicah, kar ima vpliv na naslednje generacije. Ce npr. brejo podgano izpostavimo
enokrilnemu motilcu vinclozolinu ali pa methoxychloru, potem ima generacija F1 sam¢kov
semencica slabSe kvalitete (Stevilo celic, zivost celic) in posledi¢no vecje moznosti za
neplodnost (Anway in Skinner, 2006). DNA metilacijske znacke, klju¢na modifikacija
imprintinga, so izbrisane v primodialnih spolnih celicah in nato spolno specifi¢no nazaj
vzpostavljene tekom spermatogeneze (Kerjean in sod., 2000; Reik, 2001). Identifikacija,
genov vkljuéenih v spremenjeno metilacijo DNA, lahko predstavlja nov pristop
diagnostike s katero bi dolo¢ili zakaj je prislo do bolezni. Slednje lahko izbolj$a konéni
izid sedanjih zdravstvenih terapij, kot je oploditev z biomedicinsko pomoc¢jo (Anway in
Skinner, 2006). Poleg tega pa Kobayashi in sod. (2007) ugotavljajo, da je izid umetnih

oploditev s spermo, ki ima nenormalen vzorec metilacije DNA, relativno slab.

5.2 IZDELAVA KATALOGA LOKUSOV, POVEZANIH Z REPRODUKCIJO PRI
MOSKEM SPOLU SESALCEV IN NJJHOVA GENOMSKA RAZPOREDITEV

Oblikovali smo katalog lokusov, povezanih z reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev. Na
enem mestu smo tako zdruZili raznovrstne genomske podatke, pridobljene pri razlicnih
zivalskih vrstah (Clovek, konj, oven, bik, merjasec, mi$ in podgana). Izdelava tovrstnih
zbirk je zelo dolgotrajno delo, saj zahteva obsezen pregled vse razpoloZljive literature.
Vendar pa so tovrstne podatkovne zbirke zelo pomembne, Se posebej pri poligenskih
kompleksnih boleznih, kot je npr. moska neplodnost, saj nudijo centralni dostop do vseh do

sedaj poznanih kandidatnih genov. Raziskovalcem na ta nacin olajSamo raziskave in
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omogoc¢imo celosten pregled znanih kandidatnih genov. Prizadevali si bomo, da bo
podatkovna zbirka redno posodobljena z novimi lokusi iz prihodnjih raziskav ter bo s tem
pripomogla k napredku raziskav na podro¢ju moske neplodnosti, katera zadnja leta postaja

vse bolj zaskrbljujo¢ problem moderne druzbe.

5.3 ANALIZA BIOLOSKIH POTI IN RAZVRSCANJE KANDIDATNIH GENOV PO
PRIORITETI

Z bioinformacijsko analizo 826 genov, predhodno povezanih z mosko neplodnostjo, Smo
identificirali 1744 bioloskih poteh, kjer se le ti geni pojavljajo. Kar 263 bioloskih poti je
zadostilo pogojem za statisticno znacilnost rezultata glede na p-vrednost in Bonnferoni
statistiko. Se bolj zanimiv pa je naslednji del analize, kjer smo bolj podrobno analizirali
prvih deset najbolj statisti¢no znacilnih bioloSkih poti ter poiskali gene, ki se pojavijo v
veéih. Dejstvo, da se 13 z neplodnostjo povezanih genov ponovi kar v vseh desetih
bioloskih poteh in da se jih kar 40 ponovi v devetih izmed 10 poti, vzbudi pozornost. Ce pa
vzamemo pod drobnogled kromosomsko razporeditev genov, Ki se pojavijo v vseh desetih
bioloskih poteh, in pa pozicije tistih, ki se pojavijo v devetih izmed desetih bioloskih poti,
lahko opazimo, da se kar pet genov nahaja na kromosomu Stevilka 12 in osem genov na
kromosomu Stevilka 19. Slednja ugotovitev utegne biti zanimiva, saj nakazuje na
pomembnost kromosoma 12 in 19 za nemoteno spermatogenezo. V tej magistrski nalogi
torej predlagamo seznam kandidatnih genov, ki bi bili potencialno primerni za izdelavo
genskega testa za identifikacijo lokusov povezanih z reprodukcijo pri moskem spolu
sesalcev. Tovrstni test bi bil namre¢ zelo dobrodosel, saj kljub temu, da je neplodnost tako
pereC problem, dandanes pred vstopom v postopke oploditve z biomedicinsko pomocjo pri
moskih $e vedno rutinsko testirajo le nekaj genetskih vzrokov, kot so kromosomske
nepravilnosti in mikrodelecije kromosoma Y. Slednje je predvsem posledica pomanjkanja
znanja o genih oz. mutacijah vpletenth v moSko neplodnost. Identifikacija lokusov,
povezanih z neplodnostjo, pa je potrebna tudi za selekcijo v Zivinoreji, kjer Zelimo ¢im bolj

plodne zivali, saj slednje pomeni ve¢ potomcev.
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5.4 PREVERJANJE POVEZAVE KANDIDATNIH GENOV Z REPRODUKTIVNIMI
LASTNOSTMI

Testiranje seznama predlaganih mo¢nejsih kandidatnih genov za mosko neplodnost na
eksperimentalnih podatkih iz podatkovne zbirke MPD, je pokazalo, da obstaja 508
poznanih SNP-jev, ki se razlikujejo med plodnimi (C57BL/6J in FVB/NJ) in slabo
plodnimi inbridiranimi linijami misi (AKR/J in C3H/HeJ). Se pravi, da ima plodna skupina
misi drugacen alel doloCenega gena, kot ga ima neplodna skupina misi. Iskali smo razlike v
alelih trinajstih genov, ki so se pojavili v vseh desetih statisticno najbolj znacilnih
bioloskih poteh glede na analizo z orodjem DAVID (BRCA2, MKKS, PAFAH1B1, OCA2,
ZBTB16, FANCG, BAX, KIT, SIX5, BBS2, BBS4, DHH, DLD) in ustrezne SNP-je nasli kar
pri Sestih genih (Brca2, Pafahlbl, Oca2, Zbtb16, Fancg in Kit). Vecina mutacij (498 od
skupno 508) se nahaja v intronih, kar sicer nima vpliva na zaporedje proteina, a so
tovrstne mutacije lahko vseeno zelo pomembne, saj se v intronih nahajajo genski elementi,
ki vplivajo na izrazanje genov (Frankel, 2012). V genu Kit smo nasli eno sinonimno
mutacijo. Pri tem biotipu mutacij se zaradi degeneriranosti genskega koda aminokislinsko
zaporedje proteina sicer ne spremeni, a je bilo v zadnjem casu dokazano, da imajo
sinonimne mutacije velik vpliv na izrazanje, konformacijo in funkcijo proteinov ter so zato
povezane s Stevilnimi boleznimi (Sauna in Kimchi-Sarfaty, 2011). Zelo dobro potrditev
predlaganega kandidatnega gena pa predstavlja nesinonimna mutacija v genu Oca2 (angl.
oculocutaneous albinism I1). Nesinonimne mutacije so tip mutacij, kjer se aminokislinsko
zaporedje proteina zaradi dolo¢enega SNP-ja spremeni. V primeru gena Oca2 imata torej
plodni liniji misi druga¢no aminokislinsko zaporedje proteina, kot neplodni liniji misi, kar
pa nakazuje na pomembnost tega gena v reprodukciji. Gen smo v katalog lokusov,
povezanih z reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev uvrstili na podlagi podatkovne zbirke
MGTI, kjer smo nasli podatek, da so KO misi za ta gen neplodne. Oca2”?H/0ca2”*" misi
imajo znacilno neobarvano dlako in roza o€i. Ta fenotip vkljucuje tudi nekoliko sunkovito
tresoCo hojo, manjSo velikost zivali (v primerjavi s kontrolnimi), mosko sterilnost in delno
sterilnost samic (Gardner in sod., 1992). Protein, ki ga kodira ta gen je integralni
membranski protein udelezen pri transportu majhnih molekul, posebno triozina, ki je
prekurzor za melanin. Mutacije v tem genu pri ljudeh povzrocijo albinizem. Za albino ljudi

sicer ni znano, da bi imeli teZave z neplodnostjo, je pa zanimivo, da se gen Oca2 nahaja v
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regiji kromosoma 15q, ki je odgovorna za pojav sindromov Prader-Willi in Angelman. Za
paciente s sindromom Prader-Will je znacilno, da se pri njih pojavlja hipohonadotropni
hipogonadizem (Horsthemke in Wagstaff, 2008). Slednje dokazuje pomembnost gena
OCA2 za nemoteno reprodukcijo. Tekom nadaljnjega preucevanja polimorfizmov
preucevanih genov smo nasli Se 6 SNP-jev v regiji 3’-UTR gena Pafahlbl in 2 SNP-ja v
regiji 3°-UTR gena Zbtb16. Regija 3’-UTR je del molekule mRNA, ki se ne prevede v
protein, a klub temu pomembno vpliva na izrazanje genov, saj je tu nahajajo razli¢ni cis-
elementi, povezani s post-transkripcijsko regulacijo, kot so tar¢na mesta za molekule
miRNA in RNA-vezavne proteine (Rehfeld in sod., 2013). Z vezavo miRNA na specifi¢na
mesta znotraj 3’-UTR lahko le te povzrocijo znizanje izrazanja genov Stevilnih molekul
MRNA, tako da inhibirajo prevajanje ali pa neposredno povzroc¢ijo njeno razgradnjo. V
omenjeni regiji se nahajajo tudi vezavna mesta za represorske proteine, katerih vezava
zmanj$a izrazanje molekule mRNA. Regulatorne regije znotraj 3’-UTR lahko torej
vplivajo na poliadenilacijo, u¢inkovitost prevajanja, lokalizacijo in obstojnost molekule
MRNA (Barrett in sod., 2012), zato razlike v alelih med plodno in neplodno skupino misi
potrjujejo pomembnost teh dveh genov za reprodukcijo. V katalog lokusov, povezanih z
reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev smo tudi ta dva omenjena gena uvrstili na podlagi
informacije iz MGI, da so KO miSke za ta dva gena neplodne. Gen Pafahlbl (angl.
platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, regulatory subunit 1) je protein-kodirajoci
gen, katerega mutacija ali izguba ima za posledico sindrom “Miller-Dieker lissencephaly”.
Za moske paciente s tem sindromom so znacilne hipoplasticne zunanje genitalije, kar
pomeni, da so nerazvite 0z. so nepopolnoma razvite (Schinzel, 1988). Znano je, da se gen
PAFAH1BL1 izraza v testisih, da pa bi to¢no dolo¢ili njegovo tamkaj$njo vlogo, so Nayernia
in sod. (2003) izdelali homozigotno KO mis za omenjeni gen. Pokazali so, da so
homozigotni mutantni samci neplodni in da se gen izraza predvsem v spermatidah ter je
zato spermatogeneza blokirana v primeru njegove odsotnosti. Mutantne spermatide namre¢
ne tvorijo pravilnih akrosomov, njihova jedra pa so nepravilne velikosti in oblike. Rezultati
omenjene raziskovalne skupine potrjujejo pomembnost gena Pafahlbl za spermtogenezo,
Se posebno v diferenciaciji spermatid v odrasle spermatozoe. Naslednji gen S prisotnima
SNP-jema v regiji 3'-UTR, gen ZBTB16 (angl. zinc finger and BTB domain containing 16)
kodira protein, ki se nahaja v jedru in je vkljucen pri napredovanju celi¢nega cikla, je pa

tudi v proteinski interakciji s histonsko deacetilazo (NCBI, 2013). Tako pravilni potek
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celi¢nega cikla, kot delovanje histonske deacetilaze, sta klju¢na za spermatogenezo, kar

potrjuje pomembnost gena ZBTB16 za reprodukcijo. Okvare tega gena pa se kazejo v

deformaciji skeleta, genitalni hipoplaziji in mentalni zaostalosti (Wieczorek in sod., 2002).

Ce povzamemo rezultate nae raziskave, lahko zaklju¢imo, da je test na eksperimentalnih
podatkih vzetih iz MPD potrdil, da je vsaj Sest izmed 13 predlaganih mocnejsih
kandidatnih genov pomembnih za neplodnost pri moskem spolu sesalcev. Pri treh izmed
teh Sestih genov so mutacije intronske, kar seveda ne izkljuci njihove pomembnosti, a
vseeno imajo vedji vpliv nesinonimna mutacija v genu Oca2 ter mutaciji v regiji 3°-UTR
genov Pafahlbl in Zbtb16. V nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno sekvencirati Se ved
zivali, saj obstaja moznost, da pri teh genih vsi SNP-ji $e niso odkriti. V nadaljnje pa bi
bilo potrebno seznam kandidatnih genov testirati $e pri drugih vrstah sesalcev, npr.
smiselno bi bilo preveriti ali imajo plodni in neplodni moski v predlaganih genih drugacne
alelne razli¢ice. Enaka S$tudija pa bi bila vsekakor koristna tudi pri domacih zivalih, kot so
npr. biki, saj je dobra plodnost domacih Zivali in posledi¢no veliko $tevilo njihovih

potomcev izrednega pomena za dobrobit clovestva.

6 SKLEPI
S pristopom primerjalne integratomike smo zdruzili podatke o reprodukciji pri

razlicnih vrstah sesalcev, ne glede na raziskovalni pristop, s katerim so bili
pridobljeni.

- S sistemstskim pregledom vse razpolozljive literature in podatkovnih zbirk smo
izdelali prvi centralni katalog lokusov, povezanih z reprodukcijo pri moskem spolu
sesalcev, ki bo zelo pripomogel k razvoju podogja.

- Za zbrane kandidatne gene smo poiskali ¢loveske ortologe in jih prikazali v obliki
genomskega prikaza.

- Z bioinformacijskim orodjem DAVID Bioinformatics Resources smo izvedli
obogatitveno analizo kandidatnih genov ter identificirali 263 znacilnih bioloskih
poti, v katere so ti geni uvrsceni (npr.: angl.sexual reproduction, multicellular
organism reproduction, reproductive process in a multicellular organism...).

- Geni, ki se pojavijo v vecih bioloskih poteh, so najverjetneje mocnejsi kandidatni

geni za mosko neplodnost. Identificirali smo 13 genov, ki se nahajajo v vseh
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desetih bioloskih poteh: BRCA2, MKKS, PAFAH1B1, OCA2, ZBTB16, FANCG,
BAX, KIT, SIX5, BBS2, BBS4, DHH in DLD. Nastete gene predlagamo za
kandidatne gene, ki imajo potencial kot geni z mo¢nej$im vplivom pri neplodnosti.
- Za predlagani seznam kandidatnih genov smo preverili eksperimentalne podatke iz
podatkovne zbirke MPD. Pri Sestih genih (Brca2, Pafahlbl, Oca2, Zbtb16, Fancg

in Kit) se razlikujejo aleli med dobro in slabo plodnimi inbridiranimi linijami misi.
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7 POVZETEK

Neplodnost je vedno vecji problem moderne druzbe, vendar pa se ji kljub pogostosti
posveda manj pozornosti, kot ostalim kompleksnim boleznim (Aston in sod., 2010). Studije
zadnjih let nedvomno dokazujejo, da ima veliko nepravilnosti v poteku spermatogeneze
genetske vzroke. Raziskovalci si prizadevajo poiskati nove genetske oznacevalce, ki bi
pomagali sklepati o zmoznosti oploditve in o sami moski neplodnosti (Ferlin, 2012). Na
spletu je mogoce najti podatkovno zbirko »the SpermatogenesisOnline 1.0 database«, Ki je
bila zadnji¢ posodobljenal3. junija 2012 in vsebuje kar 22901 razli¢nih proteinov za katere
je bilo ugotovljeno, da so vkljuceni v procesu spermatogeneze (SpermatogenesisOnline,
2012). V zadnjih letih pa je bil dosezen velik napredek, ki je v veliki meri rezultat izdelave
Stevilnih misjih modelov z nepravilnosti pri reprodukciji in izvrSitve mnogih asociacijskih
Studij pri ¢loveku (Yatsenko in sod., 2010). Znanstveniki se ne osredotocajo ve¢ samo na
posamicne lokuse, kot je bila navada v preteklosti, ampak se posluzujejo tudi analize na
ravni celotnega genoma z metodo GWAS. Ko Studiramo genetske vzroke kompleksnih,
ve¢ genskih bolezni, se moramo zavedati, da imajo razlicne populacije razlicna genetska
ozadja. Slednje ima neposreden, a kljub temu velik vpliv. Zaradi tega ne smemo zavreci
kandidatnega lokusa, kateri ne presega mejne vrednosti, da bi ga lahko imenovali za
statisti¢no znacilnega. Tovrstnim lokusom moramo preveriti povezavo z neplodnostjo Se
pri drugih populacijah, saj bodo pri njih morda statisticno znacilni. Veliko obetajo genetski
oznacevalci, katerim je bila povezava z neplodnostjo dokazana v razli€nih Zivalskih vrstah,
so do enakih rezultatov pri§li z uporabo razli¢nih raziskovalnih pristopov ali pa so to
povezavo potrdile razlicne neodvisne Studije. Na sploSno pa velja, da lokus ne mora biti
potrjen oziroma zavrnjen, kot kandidat za neplodnost, na podlagi le ene asociacijske Studije
oziroma Studije izraZanja genov. S to tezo se strinja tudi Mackay (2001), ki pravi, da
kandidatni gen lahko velja za verodostojnega le ¢e to pokaze ve¢ razlicnih $tudij.
Rezultatom lahko Se bolj zaupamo, Ce so le ti plod raziskav na razli¢nih zivalskih vrstah.
Womack (2006) opozarjajo, da zanemarjamo in premalo cenimo pomen §tudij na domacih
zivalih, saj rezultati le teh lahko veliko prispevajo k napredku sodobne medicine. Kljub
temu pa seveda vseeno velja, da imajo razli¢ne populacije znacilni »genetski make-up« in
zato rezultati asociacijskih $tudij ali pa najdeni QTL-i, med njimi niso neposredno

prenosljivi (Ren in sod., 2009). Nasli smo veliko $tevilo potencialnih kandidatnih lokusov



50
Ogrinc A. Izdelava genomskega atlasa kandidatnih genov za reprodukcijo pri moskem spolu sesalcev.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

identificiranih v misi, ki pa do sedaj e niso bili preverjeni na &loveku. Zelimo si, da bi ta
veé-vrstni pregled pospesil razvoj novih genetskih oznacevalcev in doprinesel k napredku
v medicini. Dandanes se zavedamo, da je neplodnost kompleksen fenotip, in zato moramo,
¢e jo zelimo razumeti, uporabiti vsa orodja sistemske biologije (Nuti in Krausz, 2008;
Yatsenko in sod., 2010). Raziskovalci se s tem namenom posluzujejo genomskih,
transkriptomskih, MiRnomskih, proteomskih in epigenomskih tipov Studij. Kljub temu pa
Se vedno ni diagnosti¢nega testa, ki bi zanesljivo predvidel neplodnost. Sedanji testi so
osnovani samo na mikrodelecijah kromosoma Y (Peterlin in sod., 2004; Nuti in Krausz,
2008). V tej magistrski nalogi smo zeleli zbrati vse z neplodnostjo povezane lokuse, ki

bodo v prihodnosti omogocili razvoj uc¢inkovitega in zanesljivega diagnosti¢nega testa.
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