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Streszczenie

Przedtozona rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu o wyniki uzyskane
1 zaprezentowane w cyklu dwodch publikacji naukowych. Pierwsze badanie mialo na celu
analiz¢ proteomiczng wewnatrzkomérkowych i zwigzanych z btong frakcji plemnikéw
najadrzowych psa oraz dodatkowo okreslenie optymalnych parametrow sonikacji do separacji
struktur morfologicznych plemnikéw najadrzowych i izolacji bialek plemnikéw. Plemniki
zostaly pobrane od 15 psow, wyizolowano z nich nastgpujace frakcje biatkowe:
wewnatrzkomorkowe (SIPs) oraz zwigzane z blong (SMAPs). Po sonikacji oceniano
morfologie¢ plemnikéw przy uzyciu Spermac Stain™. Frakcje biatkowe plemnikow
analizowano za pomocg elektroforezy zelowej (SDS-PAGE) i ultrasprawnej chromatografii
cieczowej o nano przeplywach potaczonej z tandemowa spektrometria mas typu kwadrupol
z analizatorem czasu przelotu (NanoUPLC-Q-TOF/MS). Identyfikacja oparta na bazie UniProt
pozwolila wyr6zni¢ 42 biatka zidentyfikowane jako SIPs i 153 biatka zidentyfikowane jako
SMAPs. W obu frakcjach wyodrgbniono biatka charakteryzujace si¢ zréznicowang zawartoscia
(DAPs). Na podstawie analizy ontologii genéw okreslono dominujace funkcje molekularne.
W przypadku SIPs byly to: aktywnos¢ katalityczna (50%) 1 funkcja wigzania innych substancji
(28%). Aktywno$¢ hydrolazowa (33%) 1 transferazowa (21%) byly dominujgce we frakcji
SMAPs. Analiza bioinformatyczna SIPs i SMAPs wykazata ich udziat w waznych szlakach
metabolicznych plemnikow najadrzowych, co moze sugerowac ich potencjat jako biomarkerow
jakosci nasienia.

Drugie badanie miato na celu okreslenie zwigzku pomiedzy jakoscig funkcjonalng
a proteomem plemnikéw najadrzowych pséw w ré6znym wieku. Badanie przeprowadzono na
30 samcach, ktére podzielono na trzy grupy wiekowe: G1 — 12 do 41 miesiecy, G2 — 42 do 77
miesiecy 1 G3 — 78 do 132 miesigcy. Probki plemnikoéw oceniano za pomocg komputerowego

systemu analizy nasienia (CASA). Biatka plemnikéw najadrzowych analizowano za pomoca



SDS-PAGE, NanoUPLC-Q-TOF/MS 1 narzedzi bioinformatycznych. Parametry jakosSci
nasienia byly istotnie nizsze u starszych psow. Identyfikacja NanoUPLC-Q-TOF/MS pozwolita
wyrozni¢ 865 biatek w Gl1, 472 w G2 1 435 w G3. Wszystkie trzy grupy wiekowe
charakteryzowaly si¢ obecno$cig siedmiu bialek, a cztery z nich (ACTB, CE10, NPC2,
CRISP2) wykazywaty istotne zmiany zawartosci wsrod badanych grup.

W badaniach po raz pierwszy przedstawiono wyniki spektrometrii mas 1 analizy
bioinformatycznej biatek wewnatrzkomorkowych 1 zwigzanych z btong plemnikow
najadrzowych psa. Dodatkowo zastosowano sonikacje¢ do separacji elementow
morfologicznych plemnikéw najadrzowych psa (gtéwki, witki 1 akrosomu). Wyniki wskazujg
na obecnos¢ DAPs istotnych dla funkcji plemnikow 1 ich zdolnosci do zaptodnienia w obu
analizowanych frakcjach biatkowych. Ponadto wykryto zalezne od wieku zmiany w sktadzie
proteomu plemnikow, ktére byly powigzane z waznymi szlakami metabolicznymi, co moze
sugerowaé, ze niektore biatka zaangazowane w dojrzewanie plemnikéw moga by¢

potencjalnymi biomarkerami proceséw starzenia.
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