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1. Wstep i przeglad piSmiennictwa
1.1. Charakterystyka gatunku

Indyk domowy (Meleagris gallopavo gallopavo var. domesticus) jest ptakiem
hodowlanym zaliczanym do rzedu grzebigcych (Galliformes) z rodziny kurowatych
(Phasianidae). Przodek indyka domowego jest jednym z pigciu podgatunkéw indyka
poétnocnoamerykanskiego (Meleagris gallopavo), ktory zamieszkuje naturalnie wigkszosc¢
terenu Stanéw Zjednoczonych i Meksyku (Faruga i Jankowski 1996). Mimo iz od dawna
znajduje si¢ na listach Migdzynarodowej Unii Ochrony Przyrody, to wystepuje tam jako
gatunek najmniejszej troski, gdyz jego liczebno$¢ wykazuje tendencje wzrostowa (Zrédlo
internetowe: www.iucnredlist.org). Drugim wyr6znianym gatunkiem jest indyk pawi
(Meleagris ocellata), ktory wystepuje na matym obszarze wschodniego wybrzeza Meksyku,

Gwatemali i Belize i obecnie jego liczebno$¢ wciagz spada (Faruga i Jankowski 1996).

Indyk jest jednym z najpdzniej udomowionych zwierzat hodowlanych. Stato si¢ to
dopiero okoto 1 000 roku naszej ery. Ze wzgledu na wystepowanie gatunku pierwsze stada
indykéw hodowanych przez ludzi pojawity sie na terenie Ameryki Srodkowej oraz tak
zwanej Mezoameryki. Gdy Hiszpanie dotarli do Ameryki gatunek ten zostat opisany przez
Europejczykow. Pierwsze egzemplarze sprowadzono do Europy pi¢é lat po pierwszej
podrézy Kolumba przez Atlantyk. Potrzeba byto jednak kolejnych 50 lat, aby indyka
rozprzestrzeniono po Europie, a migso indycze zaczeto uznawac za cenne i wyjatkowe. Do

Polski ptak ten dotart dopiero w XVI1 wieku (Lasota-Moskalewska 2005).

Indyk dziki jest naturalnie ciemno ubarwiony. W trakcie pracy hodowlangj
prowadzonej w Europie zaczeto uzyskiwac ptaki o jasniejszym umaszczeniu pior, W tym
takze osobniki biate. Obecnie, w praktyce drobiarskiej, wykorzystuje si¢ przede wszystkim
indyki biate szerokopiersne. Charakterystyka uzytkowa indykéw opiera si¢ na produkcji
migsa. Jaja indykow nie majg tak wszechstronnego zastosowania jak jaja kurze czy kacze.
Stad wysoka specjalizacja produkcji a zarazem mata r6znorodno$¢ rodow i linii indyczych.
Obecnie obowiazuje jedynie podziat linii uzytkowych ze wzgledu na mase ciata osiggang
przez ptaki. Od dawna najbardziej popularne sg typy ci¢zkie. W Polsce wystepuja rowniez
typy $redniociezkie, rzadziej $rednie. Od mniejszych linii juz zupelie si¢ odchodzi,

poniewaz nie cieszg si¢ one zainteresowaniem (Faruga i Jankowski 1996).

Samce ptakow odrozniajg sie¢ 0d innych samcoéw kregowcow statocieplnych. Po

pierwsze cieptota ciata ptakow oscyluje w granicach 40-41°C, a po drugie jadra usytuowane
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sg wewnatrz ciata, w okolicach przedniego ptata nerek. Sg to cechy charakterystyczne dla
tej gromady (Aire 2007). Dodatkowo takie warunki Srodowiska wplywaja na przyspieszenie
procesu spermatogenezy, ktory przebiega czterokrotnie szybciej niz u ssakow (Howarth
1983, Jones i Lin 1993). Kolejng cechg wiasciwg dla ptakow jest brak dodatkowych
gruczotow piciowych, ktére u innych zwierzat odpowiadaja za wytwarzanie sktadnikow
plazmy nasienia (Lake 1971). Natomiast plazma nasienia ptakow za sprawag komorek
wyscielajacych przewody wyprowadzajace jadra, przewody najadrzy i nasieniowody jest
produktem sekrecji apokrynowej (Hess i in. 1976). Obj¢tos¢ ejakulatu jest niska i waha si¢
od 0,02 ml u przepioérek do 1,9 ml u kaczek pizmowych, natomiast koncentracja plemnikow
jest znacznie wyzsza w porownaniu z nasieniem ssakow. W nasieniu indoréw moze osiggac
nawet 12 mld plemnikéw w mililitrze nasienia (Chelmonska i Kassner 2007, Lukaszewicz
2012). Doktadny mechanizm dojrzewania plemnikéw ptakow nie zostat dobrze poznany.
Wiadomo, ze zdolnosci do zaptodnienia oocytu plemniki nabywaja w jadrach, natomiast
mozliwosci ruchu w najadrzach (Nixon i in. 2014, Asano i Tajima 2017). Drogi
wyprowadzajace nasienie koncza si¢ w kloace. U ptakow z rzedu grzebigcych, do ktorych
zalicza si¢ indyki, narzad kopulacyjny sktada si¢ z dwoch brodawek nasiennych i rynienki
nasiennej za pomoca ktorej nasienie wydostaje si¢ na zewnatrz i zostaje wprowadzone do
uktadu rozrodczego samicy poprzez wywinigcie kloaki. Poniewaz kloaka jest wspolnym
ujsciem uktadu rozrodczego, pokarmowego i moczowego czesto moze dochodzi¢ do

zanieczyszczenia nasienia (Santiago-Moreno i Blesbois 2020).

1.2. Sztuczne unasienianie oraz przechowywanie i kriokonserwacja nasienia

W chowie i hodowli drobiu rozmnazanie odbywa si¢ zaréwno poprzez krycie
naturalne jak i1 sztuczng inseminacj¢. U wigkszo$ci gatunkéw nie ma koniecznosci
wykluczania zadnej z metod. Jednak w przypadku indykéw wymagane jest wykonywanie
zabiegdw inseminacyjnych (Al), poniewaz dymorfizm plciowy oraz rozrost mig$nia
piersiowego samcOw jest na tyle duzy, ze uniemozliwia krycie naturalne.
Najpowszechniejsza metoda pobierania nasienia od samcéw ptakow, stosowang na fermach
reprodukcyjnych, jest metoda Burrowsa i Quinna (1937). Metoda ta polega na masazu
grzbietu 1 bocznych okolic kloaki do momentu wynicowania przez samca pracia i oddania
przez niego nasienia. Po pobraniu ejakulat jest natychmiast rozcienczany w odpowiednim

rozcienczalniku, co zapobiega koagulacji nasienia a jednoczes$nie podtrzymuje jego
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wlasciwosci zapladniajace. Bardzo czgsto w czasie jednej procedury Al samicom aplikuje
si¢ nasienie pobrane nie od jednego samca, a mieszanin¢ pochodzaca od przynajmniej pigciu
osobnikow, co poprawia skuteczno$¢ przeprowadzanego zabiegu. Samice ptakow
wyksztalcity mechanizmy pozwalajace na przechowywanie nasienia przez dtuzszy czas. Ich
jajowodd wyposazony zostat w wyspecjalizowane zaglgbienia nabtonka, tworzace kanaliki
przechowujace nasienie (SST) (Matsuzaki i Sasanami 2017). U poszczegolnych gatunkow
ptakoéw czas przezywania plemnikéw w uktadzie rozrodczym samicy jest rézny. Zalezy on
od jakosci 1 charakterystyki nasienia samca, jak rowniez od ilo$ci 1 dtugosci SST obecnych
u samicy. Najdtuzszy czas przechowywania nasienia wynosit okoto 70 dni, a zanotowano
go u indyczek. Jest to mozliwe ze wzgledu na szesciokrotnie wigkszg liczb¢ SST
w porownaniu do SST wystepujacych w jajowodzie kury, u ktorej plemniki moga przezy¢
srednio 21 dni. Z drugiej strony w SST magazynowany jest jedynie 1% dostarczonego
nasienia do uktadu rozrodczego samicy. Podejrzewa si¢, ze owe kanaliki moga tworzy¢
swego rodzaju filtr jako$ciowy plemnikow, zapobiegajac przedostaniu si¢ do nich
plemnikéw nieruchliwych lub uszkodzonych. Juz wewnatrz SST plemniki poddawane
sg procesom, ktore spowalniajg ich metabolizm i ruchliwos$¢. Uwaza sie, ze plemniki sg
W tym czasie odzywiane, aby nie dopusci¢ do wykorzystania calej puli energetycznej
komorek w trakcie ich oczekiwania na opuszczenie obecnego miejsca potozenia. Istnieje
wiele teorii na temat mechanizmu uwalniania plemnikéw z SST. Nie ma jasnych dowodow
pozwalajacych jednoznacznie okresli¢ jakie jest podtoze tego mechanizmu. Podejrzewa sig,
ze uwalnianie plemnikow z kanalikow przechowujacych nasienie ma podtoze mechaniczne,
hormonalne i/lub neuronalne (Bakst i in. 2010, Ito i in. 2011, Bakst i Bauchan 2015,
Hemmings i in. 2015, Mendonca i in. 2019).

Rozrod indykéw jest calkowicie zalezny od sztucznej inseminacji. Dodatkowo
w trakcie wykonywania procedur Al wykorzystywa¢ mozna jedynie nasienie Swieze.
W praktyce nasienie indorow moze by¢ przechowywane nie dluzej niz 6 godzin bez
radykalnej utraty jakosci plemnikow. Im starsze samce, od ktorych pobiera si¢ nasienie tym
bardziej skraca si¢ czas na jego wykorzystanie. Udowodniono, ze wraz z wiekiem samcow
koncentracja i ruchliwo$¢ plemnikow oraz objetos¢ ejakulatu ulegaja obnizeniu (Donoghue
i Wishart 2000, Long i Kramer 2003, Douard i in. 2003, Kotlowska i in. 2005, Rosato
I in. 2006). Nasienie pobierane od indoréw szybko traci swoje wlasciwosci, poniewaz jest
bardzo wrazliwe na oddzialtywanie zewnetrznych warunkow fizyko-chemicznych. Ten fakt

wptynal na spowolnienie prac nad wykorzystywaniem technologii konserwacji nasienia
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drobiu. Pierwsze proby zamrazania nasienia przeprowadzano na ejakulatach kogutow. Proby
zakonczyly si¢ czg¢sciowym sukcesem (Blesbois 2007, laffaldano i in. 2016).
Kriokonserwacja jest istotng strategig biotechnologiczng. Wykorzystywana jest ona nie
tylko w celu przyspieszenia pracy hodowlanej, ale i zachowania oraz ochrony zasoboéw
genetycznych, zwtlaszcza tych pochodzacych od silnie zagrozonych gatunkéw. Obecnie
metody kriokonserwacyjne pozostaja najskuteczniejszymi sposobami przechowywania
materiatu genetycznego, w celu zabezpieczenia bioréznorodnosci. Dlatego wciaz trwaja
prace nad okresleniem parametrow odpowiednich do wykorzystywania tych procedur w celu
stworzenia efektywnego kriobanku nasienia ptakéw (Kowalczyk i Lukaszewicz 2015,
Thélie i in. 2019). W przypadku ptakéw kriokonserwacja wykorzystywana jest niezwykle
rzadko. Przyczyna takiego stanu rzeczy jest brak odpowiedniego rozcienczalnika, ktory
utrzymatby jako$¢ nasienia po przeprowadzeniu procedury mrozenia/rozmrozenia ejakulatu.
Jak dotad wykorzystanie nasienia §wiezego dawato lepsze rezultaty. Paventi i inni (2022)
wykazali, ze parametry jako$ciowe kriokonserwowanych plemnikow, takie jak zywotnos¢,
ruchliwos¢ i tolerancja osmotyczna, sg obnizone wzgledem §wiezego nasienia o co najmnie;j
40%. Z kolei wedtug Wisharta (1985) moga one spas¢ nawet do 1,6% u kogutéw. Za taki
wynik po czesci odpowiada struktura plemnikow ptakow, zwlaszcza indorow, ktorych
plemniki sg szczegdlnie wrazliwe na zmiany Srodowiskowe. Ponadto przyczyn malej
popularno$ci  kriokonserwacji wséréd drobiu mozna dopatrywaé sie¢ w warunkach
ekonomicznych. Koszty mrozenia i przechowywania nasienia w takiej formie sa wysokie
W porownaniu z ceng rynkowsg pisklat jednodniowych (Blesbois 2007, laffaldano i in.
2016).

Poza badaniami nad kriokonserwowaniem nasienia ptakoéw trwaja rowniez prace nad
wydluzeniem czasu jego przechowywania w stanie ptynnym. Okres przydatnosci nasienia
do sztucznego unasieniania wydiluza si¢ utrzymujac temperature przechowywania
na poziomie 4-5°C, co stuzy spowolnieniu metabolizmu plemnikéw (Blesbois i Brillard
2007). Spadek jakosci ejakulatow poddanych konserwacji powodowany jest gtdownie przez
strukturalne uszkodzenia plemnikéw. W przypadku nasienia kazdego gatunku drobiu
niezbedne jest uzywanie odmiennych rozcienczalnikow. Dostepnych jest kilka
rozcienczalnikoéw komercyjnych, mozna takze przygotowaé je samodzielnie. Zaden z nich
nie wplywa jednak na utrzymanie wlasciwosci plemnikéw przy 24 czy 48-godzinnym
okresie przechowywania nasienia. Trwaja prace nad wykorzystaniem zwigzkow

egzogennych, ktére moglyby poprawi¢ przezywalnos$¢ plemnikéw przechowywanych
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w stanie plynnym. Jednym z takich zwigzkow jest fosfatydylocholina (PC), ktora wyraznie
poprawia skuteczno$¢ zaptodnienia przeciwdziatajagc procesowi peroksydacji lipidow
plemnikéw (Long i Conn 2012). Zastosowanie znalazly takze kofeina, N-acetylo-L-
cysteina (NAC), katalaza (CAT), L-karnityna, koenzym Q10 (CoQ10). Wszystkie wyzej
wymienione znaczgco zwigkszaty ruchliwos¢ plemnikéw. NAC, CTA 1 CoQ10 poprawiaty
ruch postgpowy plemnikoéw oraz ich parametry ruchu. Z kolei L-karnityna i koenzym Q10
poprawiaty zywotno$¢ gamet oraz funkcjonalno$¢ ich bton plazmatycznych. Z kolei
nanoczasteczki manganu oprdcz poprawy wyzej wymienionych cech funkcjonalnych,
zwickszaly tez aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (Partyka i in. 2015, Fattah i in.
2017, Slanina i in. 2018, Masoudi i in. 2019, Orzolek i in. 2021).

1.3. Potencjalna sezonowo$¢ indykéw w chowie i hodowli

Dzikie indyki wystepuja w roéznych strefach klimatycznych. Mozna je spotkaé
zarbwno w strefie umiarkowanej (pdtnocne i podtnocno-wschodnie stany USA),
podzwrotnikowej (poludniowe stany USA) oraz strefie zwrotnikowej (poéinocna i srodkowa
cze¢$¢ Meksyku). Sezon rozrodezy indykow rozpoczyna si¢ w zalezno$ci od wystepowania
ptakéw migdzy styczniem a marcem. Jednak niezaleznie od miejsca bytowania gody
odbywajg si¢ raz do roku, a indyczki sktadajg od 4 do 20 jaj i wysiadujg je przez, CO najmniej,
28 dni. Na wystgpowanie okresu godowego indykow wplyw ma przede wszystkim
wydluzajacy si¢ dzien §wietlny. W warunkach hodowlanych stosuje si¢ stymulacje Swietlng

w naturalny sposob wspomagajaca rozrod (Bradshaw i Holzapfel 2007).

Nie tylko ptaki sg zwierzgtami, na ktorych okres rozrodczy wpltywa ilos¢ Swiatta.
Identyczne zaleznosci wystepuja rowniez u ssakow. W strefie klimatow umiarkowanych,
gdzie roczne amplitudy temperatur sa wysokie, a niekorzystne warunki $miertelne
dla mtodych zwierzat, ptaki i ssaki reaguja podobnie na bodzce regulujgce sezonowosé
rozrodu, jednak odbierajg je w zupelnie inny sposob (Nicholls i in. 1988). Ssaki odbieraja
sygnaty $wietlne przez fotoreceptory znajdujace si¢ w siatkowce. Nastepnie sg one
przekazywane do osrodka w podwzgdrzu, podwzgdorzowych jader nadskrzyzowaniowych
(SCN) — odpowiadajacych u ssakéw migdzy innymi za fizjologiczne rytmy biologiczne, oraz
do szyszynki (Kumar i Rani 1999). Jednak po chirurgicznym usunigciu szyszynki u ptakow
nie dochodzi do zahamowania ich funkcji rozrodczych. Swiadczy¢ to moze o wystepowaniu

bezposredniej drogi biegnacej do osrodka w podwzgorzu, niewymagajacej obecnosci
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szyszynki w tym procesie, tak jak ma to miejsce u ssakow (Kunzel 1993). Dilugotrwata
ekspozycja na bodzce $wietlne stymulujace gonady prowadzi do wystepowania opornosci
I zahamowania sezonu rozrodczego, a u ptakOw migrujacych rozpoczecie przygotowania si¢

do wyruszenia w droge do cieplejszych krajow (Dawson i Sharp 2007).

Produkcja drobiarska jest jednym z najdynamiczniej rozwijajacych si¢ sektorow
przemystu rolno-spozywczego, a jej nadrzednym celem jest zapewnienie konsumentom
stabilnych dostaw jaj i mi¢sa. Niekorzystne warunki klimatyczne mogg powaznie wptyngé
na wydajnos¢ produkcyjng i1 reprodukcyjng ptakow pobudzajac negatywne reakcje
fizjologiczne, behawioralne i immunologiczne (Nawab i in. 2018, Rostagno 2020). Wysoka
temperatura otoczenia, czesto dotyka stada drobiu hodowane w tropikalnych
i subtropikalnych regionach $wiata. Jednak ze wzgledu na ocieplenie klimatu wysokie
temperatury zewngtrzne staty si¢ problematyczne takze w strefie klimatéw umiarkowanych
(Renaudeau i in. 2012). Ptaki charakteryzuje wysoka cieptota ciata wynoszaca okoto 41-
42°C, ktora wynika najprawdopodobniej z wysokiego tempa metabolizmu. W celu
osiggni¢ecia maksymalnego tempa wzrostu drob musi by¢ utrzymywany w  strefie
termoneutralnej miedzy 18 a 21°C (Kumari i Nath 2018). Ptaki sg zwierzetami
stalocieplnymi, mogacymi S$ci§le regulowa temperatur¢ ciata w szerokim zakresie
temperatur zewngtrznych. Jednak zbyt wysoka temperatura moze przecigzy¢ mechanizmy
termoregulacyjne, naruszajac rownowage miedzy iloScia wytwarzanego ciepta
metabolicznego a zdolnoscig do rozpraszania ciepla ciata do otoczenia. Taka zmiana
powoduje hipertermi¢ wyzwalajac stres cieplny (HS) (Renaudeau i in. 2012, Rostagno
2020).

Stres cieplny mozna podzieli¢, ze wzgledu na szybkos¢ 1 dlugos¢ nastepujacych
zmian temperatury otoczenia na: ostry (27-38°C od 1 do 24 godzin), umiarkowany (27-38°C
do 7 dni) oraz przewlekty (38-50°C przez 7 dni lub dluzej) (Yahav 2015, Maibam i in.
2018, Zmrhal i in. 2018). Postgp genetyczny warunkuje ograniczanie termotolerancji
ptakow, ktore stajg sie bardziej podatne na HS w poroéwnaniu do osobnikéw z wolno
rosngcych linii hodowlanych. Czynnikami sprzyjajacymi jest ekstremalnie wysokie tempo
metabolizmu ptakow oraz stabo rozwiniete uktady sercowo-naczyniowy i oddechowy (Xu i
in. 2018). Ptaki nie posiadaja gruczotow potowych oraz dysponujg niewielka powierzchnia
ciata nieporosnietg piorami. Nie daje to wystarczajgcej mozliwosci utraty nadmiaru ciepta
poprzez przewodzenie, promieniowanie czy konwekcje (Renaudeau i in. 2012, Rostagno

2020). Osobniki cierpigce na hipertermi¢ zwigkszaja czestotliwo$¢é oddechow, aby
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zmaksymalizowaé utrate ciepta poprzez odparowanie wody z drog oddechowych. W
mechanizmie dyszenia gldwna role pelnia worki powietrzne. To one zwigkszaja
powierzchni¢ parowania jednocze$nie prowadzac do odwodnienia i zwigkszonego
wydychania dwutlenku wegla skutkujacego z kolei hipokapnia, a ostatecznie alkalozg
oddechowg i zaburzeniami rownowagi kwasowo-zasadowej (Teeter i in. 1985, Beckford i
in. 2020, Wasti i in. 2020).

Zwierzeta poddawane stresowi cieplnemu wykazuja ograniczong mobilizacje
lipidow (Baumgard i Rhoads 2013). Kurczeta, $winie i bydto mleczne utrzymywane w zbyt
wysokiej temperaturze wykazuja postepujaca redukcje krazacych niezestryfikowanych,
wolnych kwasow ttuszczowych (NEFA), co sugeruje ograniczone wykorzystanie zapasow
energii z ttuszczéw. Udowodniono, ze brojlery kurze poddane stresowi cieplnemu odktadaja
wiecej thuszczu trzewnego, podskornego i sSrodmigsniowego, co dodatkowo moze utrudniac
oddawanie nadmiaru ciepta z organizmu (He i in. 2015, Lu i in. 2018, Lu i in. 2019).
W przeciwienstwie do ssakow, kurczeta poddawane stresowi cieplnemu zwykle nie
wykazuja gwaltownego wzrostu poziomu insuliny we krwi. Dodatkowo inaczej niz
U pozostalych zwierzat insulina nie ma silnego dziatania antylipolitycznego (Belhadj
Slimen i in. 2016). Kury poddane dziataniu ciepta wykazujg rowniez nadekspresj¢ biatek
zaangazowanych w lipogenez¢ de novo w watrobie, wraz z gromadzeniem si¢

wytworzonego ttuszczu w tym narzadzie (Flees i in 2017, Lu i in. 2019).

Stres cieplny aktywuje 0§ podwzgorze-przysadka-nadnercza prowadzac
do znacznego wzrostu stgzenia krazacego we krwi kortykosteronu, ktory indukuje
proteolize, hamuje synteze bialek w mie$niach szkieletowych i zwigksza odktadanie si¢
thuszezu (Yuan i in. 2008, Beckford i in. 2020). Kortykosteron wywiera efekt lipogeniczny
poprzez promowanie ekspresji syntazy kwasoéw tluszczowych (FASN) w hepatocytach
I adipocytach. Nadmierny wzrost glikokortykoidow w surowicy krwi powoduje akumulacjg
brunatnej i lipogenez¢ bialej tkanki tluszczowej oraz aktywuje szlak glukoneogenezy,
co skutkuje zaburzeniami metabolizmu i wzrostem poziomu glukozy we krwi. Ponadto
u ptakéw stres cieplny prowokuje wzmozong syntez¢ wazopresyny 1 hormonu
adrenokortykotropowego, a w konsekwencji produkcje aldosteronu (Basuony 2011, Infante
I in. 2017). Drugim mechanizmem termoregulacji u zwierzat statocieplnych jest o$
pozdwzgorze-przysadka-tarczyca. Powszechnie przyjmuje sie, ze reakcje tarczycy
na podwyzszone temperatury otoczenia s3 mechanizmem adaptacyjnym, umozliwiajagcym

zwierzgtom obnizenie tempa metabolizmu 1 termoregulacji w celu przeciwdziatania
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przegrzaniu (Gonzalez-Rivas i in. 2020). Hormony tarczycy biora udzial w regulacji
homeostazy i trawienia, odgrywaja istotng role¢ w kontrolowaniu tempa metabolizmu ptakow
w fazie wzrostu i produkcji jaj (Melesse i in. 2011, Garasto i in. 2017). Kury nie$ne
i brojlery kurze poddawane dziataniu stresu cieplnego wykazywaly obnizone stezenia T3
I T4, co moze by¢ spowodowane zmniejszong wielkoscig i aktywnos$cig tarczycy (Bobek

1in. 1997, Yunianto i in. 1997).

Czynniki srodowiskowe, zwtaszcza stres cieplny majg istotny wptyw na populacje
drobnoustrojéow w jelitach drobiu, w tym na ich populacj¢ i wtasciwosci (Karl i in. 2018).
HS wptywa niekorzystnie na budowe morfologiczna dwunastnicy, jelita czczego i krgtego,
co znajduje odzwierciedlenie migdzy innymi w zmianie wzglednej masy jelit, wysokos$ci
i powierzchni  kosmkéw  jelitowych, glebokosci krypt i powierzchni komorek
wydzielajagcych immunoglobuliny A (Fouad i in. 2016). W warunkach stresowych
zmnigjsza si¢ poboOr paszy, a pobor wody ulega wzrostowi, co ma negatywny wpltyw
na wchianianie sktadnikéw pokarmowych wytwarzanych przez mikrobiom $wiatta jelita.
Na dodatek zwieksza si¢ sekrecja 1 perystaltyka jelit, a wchianianie zwigzkéw odzywczych
maleje (Xing i in. 2019). Produkcja enzymow trawiennych, pod wptywem stresu cieplnego,
zmniejsza si¢, a to niekorzystnie wptywa na bton¢ Sluzowa jelit prowadzac do stresu
oksydacyjnego i stanu zapalnego. Populacje bakterii pozytecznych takich jak Lactobacillus,
czy Bifidobacterium zostaja zastapione bakteriami szkodliwymi (z grupy coli i Clostridium),
co w naturalny sposéb powoduje obnizenie wchianiania 1 w konsekwencji moze

doprowadzi¢ do zespotu nieszczelnego jelita (Abdelgader i Al-Fataftah 2016).

Uklad immunologiczny jest S$ciSle zwigzany z przewodem pokarmowym,
a w szczego6lnosci z jelitem cienkim. W czasie stresu cieplnego moze dojs¢ do uszkodzenia
bton komoérkowych w wyniku zmian oksydacyjnych, co moze doprowadzi¢ do zaniku
narzadow limfatycznych takich jak grasica, torebka Fabrycjusza czy sledziona (Tang i Chen
2015). Podczas ostabienia dziatania uktadu odpornoéciowego szkodliwe baterie, znajdujace
si¢ miedzy innymi w pokarmie, maja ulatwiong droge do rozwoju i kolonizacji jelit
doprowadzajac do problemdéw opisanych powyzej. Powodujg one zmiany morfologiczne w
komorkach limfatycznych jelit dodatkowo ostabiajac, i1 tak juz nadwyr¢zony, uktad
immunologiczny. Cze$¢ z nich jest prezentowana komdrkom odpornosciowym wyzwalajac
ekspresje cytokin prozapalnych (Goel 2021). Poza tym aktywowane sg biatka szoku
cieplnego (HSP), co skutkuje ostabieniem procesow oddychania komérkowego, powodujac

zahamowanie wzrostu brojlerow. HSP sa wewnatrzkomdrkowymi biatkami wystgpujacymi
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powszechnie w organizmie, ktore aktywowane sg przez czynniki stresowe (Liu i in. 2014,
El-Hack i in. 2018). HSP wykazujg si¢ funkcjami opiekunczymi pomagajac komorkom
walczy¢ z efektami stresu cieplnego. Rozpoznaja one niewtasciwie sfatldowane strukturalnie
lub nieposiadajace struktury przestrzennej biatka i przywracajg im poprawng forme lub
hamuja nieprawidtowe faldowanie (Richter i in. 2010). Biatka HSP moga mie¢
zrdéznicowane masy czasteczkowe. Ekspresje biatka o masie 70 kDa (HSP70) uznaje si¢ za
wiarygodny marker zmian temperatury ciata (Gaughan i in. 2013). Ostatnie badania
wykazaty fundamentalng rolg¢ HSP70 w tworzeniu efektywnej bariery jelitowej w jelicie

kretym drobiu, a takze ich role cytoochronng w nabtonku jelitowym (Liedel i in. 2011).

Na negatywne oddzialywanie stresu cieplnego, prowadzace do czasowej
nieptodnosci, bardziej narazone sg samce (Bonato i in. 2014). HS ma roznorodne
konsekwencje dla rozrodu, w tym te bezposrednio wplywajace na funkcjonowanie jader
zwierzat. Komorki Sertoliego sg bardziej podatne na dziatanie wysokich temperatur
zewnetrznych niz komorki Leydiga (Aggarwal i Upadhayay 2013). Wzrost temperatury
otoczenia powyzej neutralnej poczatkowo sprzyja wzrostowi koncentracji plemnikow
| objeto$ci nasienia, jednak jej dlugotrwale dzialanie powoduje nasilenie peroksydacji
lipidow w wyniku generowania RFT, co uszkadza jadra i ostatecznie ma szkodliwy wptyw
na parametry nasienia (Obidi i in 2008, Tiirk i in. 2016). Wykazano zalezno$¢ pomiedzy
oddziatywaniem $rodowiska a wydajnoscia reprodukcyjna. Stres cieplny wptywa na zmiang
wrazliwosci gonad na hormony metaboliczne poprzez zmiang Sposobu sygnalizacji ich
receptoréow (St-Pierre i in. 2003). W czasie sezonu letniego nasienie pobrane od kogutow
charakteryzowato si¢ wyzszym odsetkiem zdeformowanych plemnikow. Wsrod
zaobserwowanych wyrdzni¢ mozna deformacje gtéwki, pgknigcia wstawki czy widoczne
krople cytoplazmatyczne (Obidi i in. 2008). Obserwowano tez spadek koncentracji
plemnikoéw oraz ich krotszg przezywalno$¢é w uktadzie rozrodczym samic (Ayo i in. 2011,
Tiirk i in. 2016).

W miesigcach, w ktorych srednia temperatura dzienna nie przekracza 21°C plemniki
indorow 1 kogutéw charakteryzuja si¢ zwigkszong ruchliwoscig, koncentracja oraz
przezywalnosciag w poroOwnaniu do miesigcy z wyzszymi S$rednimi  dobowymi
temperaturami. W chlodniejszych miesigcach roku notowano takze nizszg zawarto$¢ biatka
catkowitego, cholesterolu, fosforu (P), fosfatazy alkalicznej (ALP), aminotransferazy
asparaginianowej (AspAT), aminotransferazy alaninowej (ALAT) czy kwasu moczowego.

Ponadto, w czasie panowania optymalnych temperatur zewnetrznych aktywnos¢ CAT
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W nasieniu drobiu byla znacznie wyzsza, a peroksydacja lipidow ulegala zahamowaniu.
Z kolei w miesigcach, w ktorych temperatura przekraczata 30°C wzrostowi podlegaty
objeto$¢ nasienia oraz ilo$¢ niezywych 1 nieprawidtowych plemnikow. Jedynymi
parametrami, ktore nie podlegaly wahaniom wobec amplitud temperaturowych byty

zawarto$¢ trojglicerydow i wapnia W plazmie nasienia (Prabakar i in. 2022).

Wyniki badan wskazuja, ze indory i koguty produkujg nasienie o wyzszej jakosci,
gdy nie sg poddawane dziataniu stresu cieplnego. W warunkach naturalnych ze wzrostem
temperatury wigze si¢ wydluzanie dnia $wietlnego, ale cze$¢ naukowcow sugeruje,
ze wystawianie samcoéw ptakow na zbyt dlugie oddzialywanie fotoperiodu moze
doprowadzi¢ do obnizenia ich potencjatu rozrodczego (Floyd i Tyler 2011). Nie wiadomo,
czy wystepuja roznice w proteomach plazmy nasienia i plemnikow ptakoéw, ktore moglyby
by¢ uwarunkowane sezonem. Jak dotad uwazano, ze drob, w zwigzku z utrzymywaniem
gow zamknietych budynkach inwentarskich, nie wykazuje cech sezonowos$ci rozrodu.
Jednak utrzymanie optymalnej temperatury nie zawsze jest mozliwe, a w szczegdlnosci
W miesigcach o najwyzszych dobowych wartosciach temperaturowych. Nalezy tez
pami¢tac, ze ogrzanie budynkow inwentarskich jest o wiele fatwiejsze niz ich schiadzanie,

co czesto prowadzi do komplikacji w produkcji drobiarskiej.

1.4. Charakterystyka nasienia indoréw

Plazma nasienia jest ztozonym ptynem biologicznym, ktory otacza, chroni i tworzy
srodowisko dla zawieszonych w niej plemnikow. U ssakow sktada si¢ gtdownie z wydzielin
gruczotéw dodatkowych, ale z powodu ich braku u ptakow, plazma sktada si¢ gtownie
Z ptynu najadrzowego. Podejrzewa sie, ze czg$¢ jej sktadnikow przechodzi wprost z krwi.
Udowodniono, ze jako$¢ ejakulatu ptakow i1 zdolnos¢ plemnikéw do zaptodnienia zalezy w
gtownej mierze od jego sktadu (Chelmonska i Kassner 2007, Labas i in. 2015).
Na ostateczng jako$¢ nasienia wptywa zarowno zywotno$¢ wyprodukowanych plemnikow,
jak 1 sktad plazmy nasienia. Wahanie w ilo$ci kazdego sktadnika plazmy moze zawazy¢
na metabolizmie nasienia, a tym samym wplyna¢ na jego wlasciwosci. Na sktad plazmy
nasienia maja wplyw miedzy innymi zywienie oraz wiek samca (laffaldano i in. 2008,
Zaniboni i Cerolini 2009, Marzoni i in. 2013). Ponadto czynnikiem wywotujagcym zmiany
w metabolizmie oraz przydatno$ci technologicznej ejakulatu, moze by¢ interakcja

plemnikow z plazmg nasienia. Skutkuje ona przebudowg plazmolemy plemnikéw
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lub optaszczeniem si¢ na jej powierzchni substancji powodujacych zmiany w prawidlowym
funkcjonowaniu komorek (Druart i de Graaf 2018, Kumar i in. 2019). Niektore badania
wskazuja, ze plazma moze wywiera¢ negatywny wplyw na plemniki. Takie zjawisko
zaobserwowano podczas przechowywania nasienia indora w stanie ptynnym (Douard i in.
2005). Niemniej jednak coraz wigcej wynikéw badan wskazuje na pozytywna role jakg petni
omawiany ptyn. Sktadniki plazmy wptywaja na funkcjonalno$¢ plemnikéw, w tym zdolno$¢
do ich interakcji z wydzielinami zenskiego ukladu rozrodczego oraz przekazywanie
sygnatow komorkowych modulujacych zjawiska immunologiczne w obrgbie uktadu

rozrodczego samicy (Rodriguez-Martinez i in. 2010).

Nasienie ptakow zawiera niewielka ilos¢ wolnych weglowodandéw. Van der Horst
i Litjens (1969) wykazali, ze u indorow gldéwnym weglowodanem nasienia jest inozytol (0,2
mg/ml). Inne weglowodany proste takie jak glukoza czy fruktoza wystepuja w §ladowych
ilosciach (Lake i Wishart 1984). Profile lipidowe plemnikéw i plazmy nasienia r6znig si¢
w znacznym stopniu. Catkowita zawarto$¢ lipidow w plemnikach jest wyzsza niz w plazmie
nasienia. Z jednej strony plazma nasienia charakteryzuje si¢ nizszym st¢zeniem
fosfatydylocholiny, ale wyzszym estrow cholesterolu oraz trojglicerydow (Douard i in.
2000, Zaniboni i Cerolini 2009, Long 2014). Na profil lipidowy zarowno plazmy nasienia,
jak 1 plemnikow wplyw ma wiek, gatunek, rasa i linia hodowlana. Najczgsciej w profilu
zmianom podlega zawarto$¢ trojglicerydow, estréw i wolnego cholesterolu, wolnych
kwasow ttuszczowych oraz fosfolipidow. Udowodniono, ze w plazmie nasienia mtodych
kogutow calkowite stezenie lipidow bylo nizsze niz u starszych osobnikow (Kelso i in.
1996). Plazma nasienia kogutow zawiera pigciokrotnie wiecej lipidow niz indoroéw. Z
drugiej strony, plazma nasienia indorow charakteryzuje si¢ korzystniejszym sktadem
procentowym cholesterolu 1 fosfolipidow w poréwnaniu do kogutéw. Gléwnymi
fosfolipidami plazmy nasienia koguta sg fosfatydyloetanoloamina i fosfatydylocholina,
natomiast indyka - sfingomielina (Kelso i in. 1996, Cerolini i in. 1997, Douard i in. 2000).
Prawie polowe zawarto$ci kwasow tluszczowych stanowia kwasy nasycone, natomiast
pozostatag - nienasycone kwasy tluszczowe. Sposréod wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (PUFA) w nasieniu ptakow znalez¢ mozna przede wszystkim omega-6.
W gléwnej mierze sg to kwas arachidonowy (20:4) oraz kwas dokozotetraenowy (22:4).
Ponadto u indykow wykazano wystgpowanie znacznie wyzszych stezen kwasow omega-9

w nasieniu (Kelso i in. 1996, Cerolini i in. 1997, Blesbois i in. 1997).
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Wolne aminokwasy to kolejna grupa zwigzkdw wystepujaca w plazmie nasienia
ptakow. Jednak w tym przypadku zar6wno gatunek jak i rasa wptywaja na zréznicowanie
ich zawartosci w nasieniu. Jedyng wspolng cechg plazm nasienia réznych gatunkéw jest
wystegpowanie w nich kwasu glutaminowego w znacznych ilosciach (Santiago-Morenoi in.
2019). Glutaminian moze stanowi¢ nawet okolo 90% catkowitej puli wolnych
aminokwasoéw wystepujacych w nasieniu (El Jack i Lake 1969). Podejrzewa si¢, ze moze
on funkcjonalnie zastepowac jony chlorkowe (CI') 1 pelni¢ role gtdownego anionu. Sposrod
aminokwasow w wigkszych iloSciach w plazmie nasienia kogutow mozna znalez¢ takze
alanine, seryne, waline i glicyng. Pozostate aminokwasy z reguly wystepuja w $§ladowych
ilosciach, a ich zawarto§¢ uwarunkowana jest wplywem czynnikow niezaleznych,
na przyktad rasg. Tryptofan jest najrzadziej wystepujacym aminokwasem w nasieniu

(Santiago-Moreno i in. 2020).

W plazmie nasienia ptakéw stwierdzono obecnos$¢ hormonow. W doswiadczeniu
przeprowadzonym przez Cecila i Baksta (1988) wykazano, ze w plazmie nasienia indorow
stezenie testosteronu jest dwukrotnie nizsze niz we krwi. Podobnie jest u kogutow (Zeman
i in. 1986). W plazmie nasienia ptakow wystepuja takze jony nieorganiczne. Najwyzsze
stezenie w przypadku kationdw osiggajg jony sodowe (Na*) i potasowe (K™). Jony sodowe
wystepuja w przewadze w plazmie nasienia, a potasowe w plemnikach. Gléwnym anionem
plazmy nasienia jest jon chlorkowy (CI). W mniejszych stezeniach wystepuja jony
wapniowe (Ca?*), magnezowe (Mg?*) i cynkowe (Zn?*) (Karaca i in. 2002, Long 2014).
Istotng rol¢ w procesach rozrodu pehlnig jony cynkowe. U indykow stwierdzono ich
wystgpowanie w plazmie nasienia i blonie §luzowej uktadu rozrodczego samic, co moze
wplywac¢ na przezywalnos¢ plemnikéw. Cynk bierze udziat w regulacji pobierania tlenu
przez plemniki, co w przypadku indykéw ma ogromne znaczenie. Plemniki indorow sg
bowiem bardzo wrazliwe na zmiany zawartosci tlenu w Srodowisku. Ponadto, Zn bierze

udzial w hamowaniu aktywnosci akrozyny w plemnikach (Bakst i Richards 1985).

Biatka, znajdujace si¢ w plazmie nasienia i stanowigce jej gldowny element sktadowy,
wplywaja na metabolizm plemnikow. Catkowita zawarto$¢ biatka w plazmie nasienia jest
specyficzna gatunkowo. Dla przykladu w plazmie nasienia koguta wynosi od 20 do 24
mg/ml, tymczasem u indora $rednio 18 mg/ml (Thurston i in. 1982, Amen i Al-Daraji
2011). Niemniej jednak, niczaleznie od gatunku, bialkiem plazmy nasienia ptakoéw
wystepujacym w najwyzszym stezeniu jest aloumina (ALB). Uwaza si¢, ze ALB moze

pobudza¢ ruchliwo$¢ plemnikow w czasie przechowywania nasienia. Przypisuje si¢ jej takze
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funkcje transportowe, wigzace oraz regulujace ci$nienie osmotyczne. U ssakéw albumina
plazmy nasienia moze oddzialywac na profil lipidowy plazmolemy plemnikéw w czasie ich
dojrzewania w najadrzach oraz podczas reakcji akrosomowe;j. Jest to wynik transportowania
przez albuming rdéznego rodzaju zwigzkow i1 oplaszczania ich na powierzchni blony
plazmatycznej. Pomimo pozytywnej roli jaka odgrywa wspomniane biatko w nasieniu
ssakow, jego podwyzszone stezenie w nasieniu ptakéw moze wptynac¢ na obnizenie jego
jakosci (Blesbois i Caffin 1992, Richardson i in. 1994, Marzoni i in. 2013). W plazmie
nasienia ptakoéw znajduje si¢ tez transtyretyna (TTR), inaczej nazywana prealbuming.
Nalezy ona do tak zwanych biatek ostrej fazy (BOF). TTR jest ujemnym BOF-em
CO oznacza, ze jej ilo§¢ w organizmie w trakcie procesu zapalnego spada. We krwi ptakow
transtyretyna wykazuje wlasciwosci wigzace trojjodotyroning (T3) i tyroksyne (Ts). Badana
przez Marzoni i inni (2013) prealbumina pochodzaca z nasienia koguta zostata
sklasyfikowana jako biatko wigzace i transportujace. Do tej pory dowiedziono
wystepowania transtyretyny w plazmach nasienia koguta i indora, ale wydaje sie,
ze wystepuje réwniez u pozostatych gatunkéow ptakow. Innym biatkiem wystgpujacym
W 0soczu Krwi i plazmie nasienia ptakow jest hemopeksyna (Hx), ktora wykazuje wysokie
powinowactwo do hemu. Wigzagc hem ogranicza jego toksycznos$¢ wzgledem tkanek
wykazujac dziatanie ochronne. Pozwala tez na odzyskiwanie jonow zelaza w watrobie. Stan
zapalny nasila jej syntezg, co pozwala ja zakwalifikowaé do biatek ostrej fazy. Obecno$é
hemopeksyny wykazano takze w nasieniu cztowieka (Slowinska i in. 2015). Proteing
wykazujaca powinowactwo do jonow zelaza (Fe®") jest owotransferyna (konalbumina). Jej
zdolnosci do wigzania zelaza sprawiajg, ze ma wlasciwosci bakteriostatyczne. Podobne
wlasciwosci wykazuje wystepujaca u ssakow laktoferyna (LTF). W plazmie nasienia
indoréw 1 kogutéw znajduje si¢ rowniez wystepujaca u innych zwierzat akrozyna, ktora
bierze udzial przede wszystkim w reakcji akrosomowej (Atikuzzaman i in. 2017,
Stlowinska i in. 2017).

Istotng grupe bialek w nasieniu ptakow stanowi rodzina bialek wydzielniczych
bogatych w reszty cysteiny (CRISP). Jej cechg charakterystyczng jest wystgpowanie w ich
sekwencji 16 reszt cysteinowych, ktore tworzg wigzania disiarczkowe. Jest to liczna grupa
protein, ktora zwigzana jest z funkcjonowaniem meskiego uktadu rozrodczego (Guo i in.
2005). Wigkszos¢ kregowcoOw wykazuje ekspresje pojedynczego genu CRISP, natomiast
ssaki wykazujg obecnos¢ trzech genow z tej rodziny. Mozemy je opisac jako paralogi, czyli

geny majace wspolne pochodzenie ewolucyjne. W wydzielinie meskiego uktadu
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rozrodczego ssakow mozemy wyr6zni¢ CRISP1, CRISP3 i CRISP4, ktore wytwarzane
sa W najadrzach i moga optaszcza¢ bton¢ plazmatyczng plemnikéw. Z kolei CRISP2 ulega
ekspresji w jadrach i podczas spermatogenezy jest wiaczany w strukturg akrosomu. CRISP1
po polaczeniu si¢ z btong plazmatyczng meskich komorek rozrodczych bierze udziat w fuz;ji
plemnika z komoérka jajowg. W przypadku nasienia ptakow obecno$¢ biatek z rodziny
CRISP stwierdzono u indoréw i kogutéw. Chociaz u kogutow wystepuje w niewielkim
stezeniu, u indoréw jest jednym z gléwnych bialek ejakulatu. W plazmie nasienia indorow
zidentyfikowano 17 izoform biatek CRISP. Ich masy czasteczkowe wahaja si¢ od 25 do 66
kDa, apunkt izoelektryczny od 4 do 7 (Stowinska i in. 2017). W nasieniu indoréw
wykazano wystepowanie biatkka CRVP X2, ktore takze nalezy do rodziny CRISP. Jego
obecno$¢ potwierdzono w plemnikach i plazmie nasienia, gdzie najprawdopodobniej
uczestniczy w procesie dojrzewania plemnikow. W komorkach rozrodczych CRVP X2 jest
zlokalizowane na powierzchni gldwki oraz w proksymalnej czesSci witki, gdzie moze
odpowiada¢ za wzmaganie ruchliwo$ci komorek (Stowinska iin. 2021). W plazmie
nasienia ptakow wystepuja takze enzymy, miedzy innymi proteinaza serynowa,

glikozydazy, fosfataza kwasna (ACP), czy fosfolipazy A1 i A2 (Douard i in. 2004).

Kluczowg role w ochronie uktadu rozrodczego przed reaktywnymi formami tlenu
(RFT) pelnia enzymy antyoksydacyjne. Ich glownym zadaniem jest neutralizacja
niebezpiecznych dla ustroju reaktywnych metabolitéw tlenu (Ball i in. 2001). Szczegdlnie
wrazliwe na stres oksydacyjny sa btony plazmatyczne plemnikow. Pod wplywem
nadmiernych 1ilosci RFT fosfolipidy btonowe ulegaja peroksydacji, co prowadzi
do obnizenia jakosci plemnikow. Oddziatywanie stresu oksydacyjnego jest szczegélnie
niebezpieczne podczas przechowywania i kriokonserwacji nasienia. Peroksydacja lipidow
jest mnaturalnie wystepujagcym procesem biologicznym, zachodzacym tancuchowo,
prowadzacym do powstawania nadtlenkow lipidow. Omawiane zjawisko dotyczy
najczesciej wielonienasyconych kwasow thuszczowych, ktore posiadaja mostki metylenowe
ze szczegolnie reaktywnymi atomami wodoru. Koncowymi produktami peroksydacji
lipidow s3 migdzy innymi aldehydy takie jak malondialdehyd (MDA) czy 4-
hydroksynonenal (HNE). MDA jest zwigzkiem organicznym bgdacym markerem stresu
oksydacyjnego. Jest on rowniez bardzo reaktywny 1 potencjalnie mutagenny.
W przechowywanym przez 72 godziny nasieniu indykow zanotowano wzrost poziomu
MDA przy jednoczesnym spadku poziomoéw cholesterolu i fosfolipidow (Long i Kramer
2003, Zaniboni i Cerolini 2009, 1zanloo i in. 2021). Podstawowymi sktadowymi systemu
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antyoksydacyjnego w nasieniu ptakéw sa dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza
glutationowa (GPx) oraz katalaza (CAT). Dysmutaza ponadtlenkowa katalizuje reakcje

redukcji anionorodnika ponadtlenkowego:

205 + 2H* 222 1,0, + O,

Zaliczana jest do metaloprotein. Ze wzgledu na budowe mozemy wyrdznié trzy izoformy
dysmutazy ponadtlenkowej zarowno u ssakow jak i ptakow. SOD-1 jest enzymem
cytoplazmatycznym o budowie homodimeru, ktérego kazda z podjednostek ma mase 16
kDa. Nazywana jest tez czgsto CuZnSOD-1, poniewaz w centrum aktywnym zawiera miedz
(Cu) i cynk (Zn). Druga izoforma w swoim miejscu aktywnym posiada mangan (Mn)
I zlokalizowana jest w macierzy mitochondrialnej. Natomiast SOD-3, zwana rowniez EC
SOD, wydzielana jest zewnatrzkomorkowo, a w jej miejscu aktywnym tak jak w przypadku
SOD-1 znajduja si¢ Cu i Zn. Zarowno SOD-2 jak i SOD-3 maja budow¢ homotetrameryczng
(Surai i in. 2001, Surai 2016). Aktywnos¢ dysmutazy w nasieniu ptakow jest zalezna
gatunkowo. Drob wodny wykazuje znacznie nizsze poziomy aktywnosci SOD w plazmie
nasienia niz ma to miejsce u indykow. Natomiast w plazmie kogutéw i indoréw aktywnos¢
SOD jest znacznie nizsza niz w ich plemnikach (Froman i Thurston 1981, Surai i in.
1998a).

Peroksydaza glutationowa katalizuje redukcj¢ nadtlenkow ze zredukowanym

glutationem:

GPx
2GSH + € — GSSG + 2H,0

Utleniona forma glutationu (GSSG) powstajaca podczas wyzej przedstawionej reakcji
negatywnie oddziatuje na komorke, prowadzac do utleniania bialek. Dlatego reakcja
katalizowana przez GPx wymaga kolejnej reakcji, redukujacej utleniong forme glutationu,
a zachodzi ona w obecnosci reduktazy glutationowej (GR) oraz zredukowanej formy

fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH™):

GR
GSSG + NADPH* + H* — 2GSH + NADP*

Peroksydaza glutationowa sktada si¢ z czterech podjednostek, ktorych masy zalezne sg od
lokalizacji enzymu oraz od gatunku u jakiego wystepuje. Niezmienne jest to, ze kazda
podjednostka zawiera w swojej budowie jon selenu (Se). U ludzi zidentyfikowano osiem

izoform GPx, wystgpujacych w réznych tkankach. Peroksydaza podobnie jak SOD
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wystepuje zar6wno w plemnikach jak i w plazmie nasienia ptakéw w gatunkowo
uwarunkowanych aktywnos$ciach. W plazmie nasienia najwyzsze aktywnosci enzymu
wykazano u indoréw, a najnizsze u kaczordéw i gasiorow (Surai i in. 1998a, Partyka i in.
2012).

Katalaza nalezy do triady enzymatycznej odpowiedzialnej za ochrong uktadu przed

szkodliwym dziataniem RFT. Jest ona enzymem katalizujagcym rozktad nadtlenku wodoru:

CAT
2H202 — 2H20 + 02

Podobnie jak GPx katalaza jest tetramerem, w ktorym kazda podjednostka ma masg
czasteczkowa okoto 60 kDa. Poza tym w swojej budowie posiada grupe prostetyczng -
heming, a takze miejsce wigzania NADPH. Katalaza moze dziata¢ dwojako. Gdy w ustroju
stezenie nadtlenku wodoru jest wysokie, katalizuje reakcje przedstawiong powyzej.
Natomiast przy niskich warto$ciach H2O> CAT moze wykazywaé wlasciwosci peroksydazy
usuwajac nadtlenek powodujac jego utlenienie. Wystepuje zaréwno w plazmie jak
I w plemnikach. Aktywno$¢ katalazy zidentyfikowano w nasieniu kogutow i gasiorow.
Plazma nasienia kogutow wykazuje wyzsza aktywno$¢ katalazy niz plemniki, natomiast
U gasiorow te proporcje sg odwrotne. W nasieniu indoréw do tej pory nie zidentyfikowano
obecnosci CAT w plazmie nasienia i plemnikach (Scibor i Czeczot 2006, Partyka i in.

2012).

Enzymy antyoksydacyjne wspierane s3 Ww organizmie przez naturalne
niskoczasteczkowe antyoksydanty takie jak witamina E, witamina C czy glutation.
Witamina E wystepuje w znacznych ilo§ciach w plemnikach ptakow, gdzie petni wazna rolg
ochronng. Poza tym jest istotnym stabilizatorem ich bton komoérkowych. W plazmie znajduje
si¢ jej o wiele mniej. Stezenie witaminy E jest zalezne od gatunku, przewazajac u ptakow
grzebigcych. Drugim najwazniejszym drobnoczasteczkowym antyoksydantem jest witamina
C, czy inaczej kwas askorbinowy, ktory moze by¢ syntetyzowany przez ptaki, jednak
zdolno$¢ ta ulega ostabieniu podczas sytuacji stresowych. Askorbinian wystepuje zarowno
w plazmie nasienia jak i w plemnikach, a jego objetosci w obydwu destynacjach
sg porownywalne. Obydwie wspomniane witaminy wspieraja si¢ w dziataniach
antyoksydacyjnych w uktadzie rozrodczym (Surai i in. 1998b, Surai i in. 2000a, Min i in.
2016, Surai 1 in. 2019). Glutation sam w sobie rowniez stanowi element uktadu

antyoksydacyjnego cho¢ jego rola jest marginalna. Reaguje poprzez grupe tiolowg z RFT
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i redukuje nadtlenek wodoru oraz wodorotlenki. Udowodniono, ze u kogutoéw znajduje sig¢

glownie w plemnikach (Bilodeau iin. 2001).

Roéznorodnos¢ biatek wystepujacych w plazmie nasienia przeklada si¢ na ilosé
funkc;ji jakie moga peti¢. Do podstawowych funkcji biatek plazmowych mozemy zaliczy¢
ich wptyw na metabolizm, uktad odpornosciowy, ochrone antyoksydacyjng, regulacje
proteolizy, apoptozy, homeostazy ustroju oraz ochrone¢ przeciwbakteryjng (Marzoni i in.
2013, Labas i in. 2015, Slowinska i in. 2017, Li i in. 2020). Ponadto czes$¢ biatek
wystepujacych w plazmie znajduje si¢ réwniez w plemnikach. Jednoczesne wystepowanie
tych samych bialek w obu skladowych nasienia moze $wiadczy¢ o ciagtych interakcjach
zachodzacych pomiedzy plemnikami a $Srodowiskiem, w ktérym si¢ znajduja. Przyktadami
takich bialek moga by¢ fosfolipazy czy lipoproteiny. Maja one za zadanie regulowac
metabolizm lipidow, zwlaszcza tych wystepujacych w plemnikach. Ponadto udowodniono,
ze ekspresja fosfolipaz utrzymywana jest na poziomie niezbednym do zapobiegania

przedwczesnej destabilizacji blony komorkowej (Douard i in. 2004).

Plemniki ptakow, mimo ze nie odbiegaja funkcjonalno$cig ani elementami
sktadowymi od innych plemnikéw kregowcow, posiadajg swoje charakterystyczne cechy.
W odréznieniu od ssakow gtowka plemnika ptakow, w szczegdlnosci z rzgdu Galliformes,
jest silnie wydtuzona a pole jej przekroju poprzecznego jest niewiele wieksze od pola witki.
Z tego powodu plemniki ptakow sg dtuzsze od wigkszosci plemnikow innych zwierzat
(Lukaszewicz 2012, Santiago-Moreno i in. 2016). Plazmolemma plemnikow ptakoéw
w porownaniu do ssakow zawiera wigcej PUFA, posiada nizszy stosunek cholesterolu
do fosfolipidow i wieksza ogélna ptynnos¢. Natomiast catkowita zawarto$¢ biatka
W plazmolemie plemnikoéw ptakow jest nizsza. Ponadto nie wykazano, ze plemniki ptakow
podlegaja kapacytacji w trakcie wedrowki do komorki jajowej, co jest niezbednym etapem
zaptodnienia u ssakéw (Howarth 1983). U ptakow, podobnie jak u gadow, wystepuje

fizjologiczna polispermia pozwalajaca na wniknigcie do oocytu kilku plemnikow.

Plemniki powstaja w procesie spermatogenezy, ktora jest szeregiem ztozonych
procesow molekularnych zwigzanych z podzialami mitotycznymi 1 mejotycznymi.
Przebiega w jadrach, skad gamety transportowane s3 do najadrzy, gdzie zachodza procesy
dojrzewania. Caty proces powstawania i dojrzewania megskich komorek rozrodczych jest
regulowany przez wiele zwigzkow o roznym charakterze. Proces spermatogenezy u ptakow

trwa $rednio 13 dni, a u ssakow - 38 dni. Jednak czas przezycia plemnikow ssakow
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w nasieniowodach jest znacznie krotszy (okoto tygodnia) niz plemnikow ptakéw (ponad
péltora miesigca) (Jones 1998, Pardyak i in. 2018, Slowinska i in. 2020).

W  przypadku plemnikow indorow gldéwnym energetycznym szlakiem
metabolicznym jest oddychanie tlenowe. W odrdznieniu od gamet kogutoéw nie sg one
aktywne w warunkach beztlenowych. Nasienie indoréw jest bardzo wrazliwe na zmiany
temperatury oraz poziomu tlenu w Srodowisku (Sexton 1974, Long 2006). Molekularne
podstawy mechanizmu wytwarzania i dojrzewania plemnikow w uktadzie rozrodczym

indoréw sa stabo poznane.

W sktad plazmolemy plemnikéw indoréw wchodza gtdownie fosfolipidy i cholesterol,
przy czym udziat tych pierwszych to nawet 80% (Cerolini i in. 1997, Zaniboni i Cerolini
2009). Plemniki ptakéw charakteryzuja si¢ wystgpowaniem dlugotancuchowych
wielonienasyconych kwasow tluszczowych, ktére odpowiadajg za wyzsza plynnos¢ btony
komorkowej, kinetyke ruchu plemnikéw 1 metabolizm lipidow. Ilos¢ PUFA w plemnikach
jest zalezna gatunkowo. U indorow w przewadze wystepuja te, ktorych ostatnie wigzania
podwojne znajduja si¢ w tancuchu przy szostym i/lub dziewigtym atomie wegla od konca
(Cerolini i in. 1997, Surai i in. 2000b). Reakcje utleniania w blonie komorkowe;j
plemnikow prowadza do zwigkszenia ilosci RFT, jak rowniez zmian w ptynnosci blony,
utraty integralnosci blony komorkowej czy zaburzenia gradientow stgzen jonow (Halliwell

I Chirico 1993, Partyka i in. 2012).

Weglowodany pelniag w plemnikach funkcj¢ budulcowa i energetyczng. Reszty
cukrowcowe biorg udziat w budowie blony komorkowej, uczestniczac w tworzeniu
glikokaliksu, ktory w plemnikach ptakow sktada si¢ z tych samych weglowodanow
co u ssakéw. Weglowodany pelnig role energetyczng, umozliwiajac plemnikom ruch
(Pelaez i Long 2007). Jak podajg laffaldano i inni (2018) poziom glukozy w plemnikach
jest wyzszy niz w plazmie nasienia indoréw. Ponadto stezenie inozytolu jest okoto trzy razy

nizsze od stgzenia glukozy w gametach indorow.

Istotnymi skladnikami plemnikéw s3 rowniez aminokwasy i bialka. Proteiny
w plemnikach mogg pehi¢ funkcje enzymatyczne, regulatorowe, budulcowe, transportowe
oraz wiele innych. Z kolei niektéore aminokwasy biorg udziat w szlakach regulujacych
ruchliwos¢, reakcje akrosomowa czy kapacytacje. Obecnos¢ alaniny wptywa na ruchliwosé
1 zywotnos$¢ plemnikow ogiera, jednak nie potwierdzono wystgpowania takiej zalezno$ci

u ptakow (Koskinen i in. 1989). W nasieniu indoréw aminokwasami wystepujacymi
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W najwyzszym stezeniu sg kwas glutaminowy oraz glicyna. Z kolei zawarto$¢ izoleucyny,
fenyloalaniny, waliny czy tyrozyny jest stosunkowo niska. W przypadku kwasu
asparaginowego stezenie w nasieniu wzrasta wraz z wiekiem zwierzat 1 wigze si¢
Z pogorszeniem wlasciwo$ci ejakulatu (laffaldano i in. 2018). W plemnikach moga
wystepowac takze L-karnityna, mleczan oraz kreatyna. Wzrost zawartosci wszystkich tych
zwigzkéw wskazuje na uposledzony metabolizm mitochondriow plemnikéw. L-karnityna
bierze udzial w spermatogenezie i dojrzewaniu plemnikow, a wewnatrzkomorkowo w f3-
oksydacji. Nasienie ptakéw przechowywane z dodatkiem L-karnityny zachowywato
zdolnos¢ zaptadniajaca (Zhai i in. 2007, Tabatabaei i Aghaei 2012). Mleczan bierze udziat
w metabolizmie energetycznym zachodzacym w plemnikach. Przy postgpujacej
niewydolnosci mitochondridow, jego poziom w komorce wzrasta, a ilo§¢ energii wymagana
do utrzymania ruchéw witki spada, prowadzac do catkowitego zatrzymania ruchliwos$ci

plemnikow (Paventi i in. 2015).

W plemnikach wykazano tez obecno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych. Aktywnos¢
SOD w plemnikach jest z reguly wyzsza niz w plazmie, ale jest to uwarunkowane
gatunkowo. Aktywnos$¢ dysmutazy w plemnikach indoréw jest nizsza w pordwnaniu
do aktywnos$ci enzymu w gametach kogutow, kaczoréw, gasiorOw i samcOw przepidrek
(Hess i in. 1976). Co wiecej, takze aktywnos¢ peroksydazy glutationowej w plemnikach
indoréw jest nizsza niz u pozostatych gatunkéw drobiu. W badaniach udowodniono, ze
u wszystkich wyzej wymienionych gatunkow gtowng formag GPx jest ta zalezna od selenu
(Se-GPx). W plemnikach indorow wystepuje mniej peroksydazy niz w plazmie nasienia
(Surai i in. 1998a). Naturalne antyoksydanty rowniez biorg aktywny udziat w ochronie
komorek rozrodczych ptakow. Witamina E, wystepujac gtdéwnie w plemnikach, stabilizuje
plazmolemeg. Z kolei witamina C jest obecna zarowno w plazmie nasienia, jak i w komodrkach

rozrodczych (Surai i in. 2000b, Surai i in. 2019).

1.5. Syndrom zo6ltego nasienia

Syndrom z6itego nasienia (YSS) jest jednym z gtownych problemow wystepujacych
wsrod indoréw uzytkowanych rozrodczo. Szacuje si¢, ze 10-16% indoréw na fermach
rozrodowych dotknigtych jest tym schorzeniem (Sexton 1976, Thurston i in. 1992,
Stowinska i in. 2015). Cecha charakterystyczng nasienia z YSS jest jego zolta barwa,

podczas gdy prawidlowe nasienie charakteryzuje si¢ bialg barwg. Zmienionej barwie
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towarzysza nizsze parametry iloSciowe 1 jakosciowe ejakulatow w konsekwencji
prowadzace do obnizenia skutecznosci zaptodnienia i wylegu (Thurston i in. 1982, Hess
i Thurston 1984, Thurston i in. 1992, Thurston i Korn 1997). W przypadku syndromu
YSS objetos¢ ejakulatu oraz koncentracja plemnikow nie ulegajg zmianie, jednak
zwickszeniu ulega liczba nieprawidtowych plemnikow, spermatyd oraz drobnoustrojow.
Etiologia syndromu z6ttego nasienia nie zostata dostatecznie poznana, cho¢ prace trwajg juz
od ponad czterdziestu lat. Jako najbardziej prawdopodobne przyczyny wystgpowania YSS
podaje si¢ uwarunkowania genetyczne, suboptymalne fotoperiody oraz chow wsobny
bedacy efektem prac hodowlanych prowadzonych w celu ulepszenia genotypu indykow

(Thurston i Korn 1997).

W dotychczasowych badaniach na temat r6znic w sktadzie biatego i zottego nasienia
najczesciej pojawiajacym si¢ spostrzezeniem jest fakt, iz parametrem wskazujacym
na obecnos¢ YSS u danego osobnika jest znacznie podwyzszony poziom biatka catkowitego
w plazmie nasienia (Thurston i in. 1982, Hess i Thurston 1984). U osobnikéw oddajacych
nasienie biale zawarto$¢ biatka nie przekracza 10 mg/ml, podczas gdy w plazmie nasienia
indoréw z YSS wynosi ponad 20 mg/ml. Nasienie zotte charakteryzuje si¢ tez podwyzszong
aktywno$cia aminotransferazy asparaginianowej, fosfatazy kwasnej 1 dysmutazy
ponadtlenkowej (Hess i in. 1982). Z drugiej strony wskazano, ze wyniki te moga by¢ btedne,
poniewaz wzrost aktywno$ci wspomnianych enzyméow nie byt proporcjonalny do wzrostu
zawartoS$ci biatka catkowitego i w rzeczywistosci poziomy aktywnosci wyzej wymienionych
enzymoOw byly nizsze niz w nasieniu bialym (Slowinska i in. 2015). Zawarto$¢ cholesterolu,
albuminy, transtyretyny, hemopeksyny, immunoglobulin i/lub biatka podobnego
do proteinazy mogg sta¢ si¢ potencjalnymi markerami biatkowymi syndromu YSS.
Wszystkie wyzej wymienione wskazniki ulegaja podwyzszeniu w nasieniu z YSS.
Podejrzewa si¢, ze za z6ita barwe nasienia moze odpowiada¢ podwyzszony poziom
ryboflawiny i/lub albuminy w plazmie (White i Lincoln 1960, Slowinska i in. 2015).
Bialkiem najbardziej réznicujagcym nasienie biale od zoltego jest albumina (ALB), ktora
jednoczesénie jest jednym z dominujagcych w plazmie nasienia (Stowinska i in. 2017).
Transkrypty mRNA albuminy zlokalizowano zaréwno w uktadzie rozrodczym jak
I w watrobie indykow. Sekrecja w nasieniowodach ptakow z syndromem zoéltego nasienia
jest ponad 50-krotnie wyzsza niz u indoréw oddajgcych biate nasienie. Natomiast zar6wno
w jadrach, najadrzach jak i w watrobie synteza ALB u ptakow dajacych biale i z6tte nasienie

nie roznita si¢ znaczgco (Stowinska i in. 2019).
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Na podstawie badan metabolomicznych stwierdzono, iz kolejnym czynnikiem
odrézniajacym nasienie z6ite od bialego jest metabolizm lipidéw, a proces syntezy
i degradacji lipidow jest zmieniony w YSS. Produkty posrednie biosyntezy kwasow
thuszczowych i steroidow takie jak malonylo-CoA i pirofosforan fernezylu (FPP) wystepuja
w podwyzszonych ilo§ciach w plazmie nasienia YSS. Nadmierne ilo$ci malonylo-CoA
I ryboflawiny moga powodowac zwigkszong peroksydacje lipidow, co moze skutkowac
obnizong jakos$cig nasienia (Slowinska i in. 2018). Dodatkowo zaobserwowano
nieprawidlowosci nablonka nasieniowodow indoréw dotknigtych YSS, w postaci
przerostow komodrkami zawierajacymi liczne wakuole lipidowe (Hess i in. 1982, Thurston
I Korn 1997). Wykazano tez zwigzek pomigdzy wystepowaniem syndromu zottego
nasienia, a zaburzeniami w metabolizmie hormondw tarczycy. W nasieniu YSS odnotowano
wzrost poziomu wspomnianej wczesniej TTR, natomiast monojodotyrozyna — zwigzek
posredni w przemianach hormondw tarczycy, byt obecny w nizszych ilosciach (Slowinska

i in. 2018).

1.6. Proteomika i jej rozwoj

Proteomika zajmuje si¢ oznaczaniem ilosciowym 1 jakosciowym proteomu, czyli
kompletu biatek wystepujacych w komorce, tkance, narzadzie lub organizmie w danym
momencie funkcjonowania. Terminu ,proteomika” uzyto po raz pierwszy niespelna
trzydziesci lat temu, a sama nazwa powstata poprzez analogi¢ do istniejacej juz genomiki,
ktora zajmuje si¢ opisywaniem i poznawaniem materialu genetycznego. Proteomika jest
jednak zagadnieniem o wiele szerszym niz genomika. Genomika skupia si¢ na genomie,
ktéry zazwyczaj nie podlega zmianom w trakcie zycia komorki, natomiast proteom ulega
ciggtym modyfikacjom. Ponadto biatka nabywajg struktur przestrzennych, ktore niezbgdne
sg do ich poprawnego dziatania. Techniki i analizy proteomiczne sa znacznie bardziej
skomplikowane, lecz przynosza rowniez jednorazowo wiele bardzo dokladnych danych

na temat badanego materiatu (Plodzich 2013).

Biatka pelnig w organizmach zywych réznorodne role. Czgsto jedno biatko spelnia
wiecej niz jedng funkcje 1 jest to uwarunkowane miejscem jego wystepowania, zawartoscig
czy warunkami fizyko-chemicznymi. Biatka w natywnej formie wptywaja na regulacje
procesdw metabolicznych. Taka mozliwos¢ zachowuja takze po przejsciu modyfikacji

potranslacyjnych katalizowanych przez specyficzne enzymy, ktore notabene tez sg biatkami.
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Modyfikacje potranslacyjne to przede wszystkim reakcje sulfatacji, hydroksylacji,
glikozylacji, fosforylacji czy ubikwitynacji. Kazda z nich ma za zadanie zmieni¢ strukture
biatka tak, aby zmieni¢ jego funkcje lub je wylaczy¢ z pelienia swoich funkcji. Czg$é

z omawianych modyfikacji jest odwracalna (Plodzich 2013).

Dzigki mozliwosciom jakie daja nam narzgdzia proteomiczne mozliwe jest
doktadniejsze przedstawienie zmian zachodzacych na poziomie komoérek. Nie obywa si¢ to
jednak bez problemoéw, ktore moga wptyna¢ na uzyskanie peinej analizy proteomu. Czgsto
ilo§¢ informacji mozliwych do zebrania w trakcie do§wiadczenia moze przerasta¢ zdolno$¢
bioinformatycznej analizy danych. Przeszkoda jest rowniez roznorodnos¢ bialek, ich
ztozono$¢, jak rowniez zmienno$¢ ich zawarto$ci w jednostce czasu. W odréznieniu od
genomu, proteom jest bardzo dynamiczny i podlega zmianom zaréwno pod wplywem

srodowiska jak i czasu (Hirsch i in. 2004).

Rozdzial zawiesiny biatka najczgsciej przeprowadza si¢ przy uzyciu metod
elektroforetycznych lub chromatograficznych. Do tej pory najcze$ciej wykorzystywanymi
metodami elektroforetycznymi  sg  elektroforeza jednokierunkowa (SDS-PAGE)
i dwukierunkowa (2D-PAGE) w zelach poliakrylamidowych. Jednokierunkowa
elektroforeza pozwala na rozdziat biatek ze wzgledu na ich mase czasteczkowg. Natomiast
2D-PAGE sktada si¢ z dwoch etapow, przy czym pierwszy z nich polega na rozdziale biatek
ze wzgledu na ich punkt izoelektryczny, a drugi ze wzgledu na ich mas¢ czasteczkowa.
W rezultacie elektroforeza 2D-PAGE daje mape proteomiczng przedstawiajacg pojedyncze
biatka w formie tak zwanych ,,spotow”, ktore po wycieciu mozna podda¢ identyfikacji
(Liumbruno 2008). Oprocz wyzej wymienionych szeroko stosowana jest takze
elektroforeza natywna, przeprowadzana bez udzialu dodecylosiarczanu sodu (SDS), jak
rowniez wiele modyfikacji tejze metody. Zupeklie inng metoda rozdziatu biatek jest
wykorzystanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). W tym przypadku
elementem rozdzielajacym biatka jest zloze osadzone w kolumnie chromatograficznej
a przeptukiwanie go odpowiednimi roztworami pozwala na rozdzielanie i wyplukiwanie

z niego kolejnych frakcji biatek (Mitulovic i Mechtler 2006).

Metoda pozwalajaca na identyfikacje biatek 1 wykorzystywang obecnie najczesciej
jest spektrometria mas (MS). Metoda ta opiera si¢ na pomiarze stosunku masy do tadunku
elektrycznego badanego jonu. Wyniki uzyskiwane podczas analizy przedstawiane sg

W postaci widma masowego. Wyro6znia si¢ wiele rodzajow spektrometrii mas, ktore réznig
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si¢ przede wszystkim konstrukcja wykorzystywanego urzadzenia. Niezaleznie jednak od
konfiguracji urzadzenia, w kazdym spektrometrze masowym wyrdznia si¢ trzy podstawowe
elementy. Pierwszym z nich jest jonizator, ktorego zadaniem jest jonizacja czasteczek.
Proces ten moze by¢ przeprowadzany za pomoca rozmaitych technik, o réznych sitach
dziatania. Drugim jest analizator, w ktorym powstale jony podlegaja segregacji na podstawie
stosunku masy do tadunku elektrycznego. Trzecim z kolei elementem jest detektor,
wykrywajacy 1 identyfikujgcy jony przedostajace si¢ z analizatora. Dane uzyskane podczas
analizy MS s3a nast¢gpnie ,,0brabiane” w odpowiednim programie komputerowym
z wykorzystaniem dostepu do odpowiednich baz proteomicznych (Liumbruno 2008). W
badaniach najczg$ciej zastosowanie znajduje metoda jonizacji za pomocg desorpcji
laserowej z udziatem matrycy (MALDI). W tym przypadku podczas procesu jonizacji sita
wiazki laserowej jest dostosowywana tak, aby badane czastki si¢ nie rozpadaly, a jedynie
byly wybijane z matrycy. Inng metoda, roéwnie czesto wykorzystywang, jest
elektrorozpylanie (ESI). Cata procedura opiera si¢ na zastosowaniu pola elektrycznego
Z przylozonym wysokim napigciem, w ktorym za pomoca igly rozpyla sie ciecz zawierajaca
badany materiat. Czgsto ze wzgledu na zlozono$¢ badanych substancji w spektrometrach
montuje si¢ wielokrotng ilos¢ podstawowych elementow, na przyktad analizatoréw jonow,
€O W znaczny sposob usprawnia prace urzadzenia. Co wigcej, wystepuja tez maszyny taczace
pracg spektrometru oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (LC-MS) (Hirsch i in.
2004, Han i in. 2008). Spektrometria mas stala si¢ powszechng procedurag badawcza,
poniewaz jest w stanie dostarczy¢ bardzo doktadnych danych na temat warto$ci mas
czasteczkowych poszczego6lnych bialek 1 uzyskanych peptyddéw. Ostatecznie uzyskane
informacje analizuje si¢ na podstawie baz danych dostepnych w internecie. Bazy s3 na

biezaco aktualizowane o nowe odkrycia (Liumbruno 2008).

Fosfoproteomika, ktéra jest poddziedzing proteomiki, identyfikuje, kataloguje
I charakteryzuje ufosforylowane biatka. Fosforylacja jest zaliczana do modyfikacji
potranslacyjnych ktore reguluja funkcje biatek 1 ich wlasciwosci. Szacuje sig, ze nawet 30-
65% wszystkich biatek w komorce moze ulega¢ reakcjom fosforylacji, przy czym czesc
z tych biatek niejednokrotnie (Cohen 2002). Reakcje ufosforylowania katalizujg enzymy
Z grupy kinaz, nalezace do klasy transferaz, prowadzace najczegsciej do zmiany konformacji
biatka i zmieniajace jego wlasciwosci. Enzymy te przylaczaja grupe fosforanowa zwykle do
jednej z trzech reszt aminokwasowych. Sa to seryna, treonina i tyrozyna. Same kinazy

mozna podzieli¢ ze wzgledu na to na jakie reszty aminokwasowe podlegajg ufosforylowaniu
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pod wptywem ich dziatania. Generalnie, mozemy wyr6zni¢ kinazy serynowo-treoninowe
I tyrozynowe. Chociaz wystepuja rowniez takie, ktore mozna zaliczy¢ do obydwu wyzej
wymienionych grup. W komorce wystepuja tez enzymy katalizujace przeprowadzenie
procesu odwrotnego, czyli defosforylacji. Proces defosforylacji katalizowany jest przez
enzymy z grupy fosfataz. Fosfatazy naleza do klasy hydrolaz. W zaleznosci od pH
srodowiska w jakim wykazuja najwyzsza aktywnos$¢ mozna je podzieli¢ na fosfatazy kwasne
(ACP) 1 alkaliczne (ALP). Obecnos¢ i1 aktywnos$¢ kinaz oraz fosfataz pozwala pozostac
komoérkom w stanie homeostazy. Reguluja one bowiem metabolizm komorek poprzez
aktywacje 1 dezaktywacje czeSci enzymoéw (Manning i in. 2002). Procesy fosforylacyjne

I defosforylacyjne zachodzg w sposob dynamiczny.

Tlos¢ fosfoprotein znajdujacych si¢ w danej chwili w badanej komorce jest niewielka.
Co wigcej modyfikacje potranslacyjne biatek nie sg zakodowane w genomie. Dlatego
okreslenie miejsc fosforylacji nie jest mozliwe na podstawie sekwencjonowania genomow.
Mimo, ze fosforylacja jest jedng z najlepiej opisanych modyfikacji potranslacyjnych, to
identyfikacja fosfoproteomu nasienia wybranych gatunkéw zwierzat nadal napotyka na
ograniczenia cho¢by natury technicznej. Analizy wykonywane przy pomocy przeciwcial,
czesto wykrywajg nie tylko biatka ufosforylowane, lecz rowniez takie, ktore mimo braku
przylaczonych reszt fosforanowych w silny sposob potaczone s3 z biatkami
ufosforylowanymi. Z kolei niektore fosfoproteiny moga zosta¢ pominigte. W chwili obecne;j
nie ma metody, ktora dawataby catkowita pewno$¢ wyizolowania i identyfikacji wszystkich
mozliwych fosfoprotein z badanej proby. Szacuje si¢, ze i1los¢ analizowanych fosfoprotein
to okoto 70-95% z wszystkich wystepujacych, ale tylko 40-60% z wszystkich miejsc
fosforylacji moze by¢ zbadana za pomoca dostgpnych obecnie technik analitycznych
(Vlastaridis i in. 2017). Fosfoproteom nasienia ptakow nie zostal jeszcze dostatecznie
poznany, cho¢ wykazano juz wplyw zachodzacych reakcji fosforylacji/defosforylacji na
ruchliwo$¢ witki plemnika oraz aktywnos$¢ odpowiedzialnych za te reakcje kinaz (Asano i

Tajima 2017, Slowinska i in. 2020).
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2. Hipoteza badawcza i cel pracy

Hipotezy badawcze:

1) Istnieja réznice w skladzie fosfoproteomoéw plazm nasienia i plemnikow indoréw
(Meleagris gallopavo) pochodzacych z ejakulatow prawidtowych i z syndromem
z6ttego nasienia (YSS),

2) Sezon moze mie¢ wptyw na fosfoproteom plazm nasienia i plemnikow indorow,

3) Profil ufosforylowania biatek nasienia indorow moze zaleze¢ od wybranych

parametréw ilosciowych i jakosciowych ejakulatow,

Cel pracy:

Celem pracy byla analiza fosfoproteomoéw plazm nasienia i plemnikéw
pochodzacych z ejakulatow prawidtowych i1 z syndromem zo6ttego nasienia (YSS) podczas
dwoch wyodrebnionych sezondow tj. wiosenno-letniego i jesienno-zimowego, ktorg

poprzedzono doktadng analizg iloSciowa i jakosciowsg ejakulatow.
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3. Material i metody
3.1. Material badawczy

Materiat doswiadczalny stanowito 100 ejakulatow indoréw (Meleagris gallopavo)
linii BIG-6 (Aviagen, Huntsville, AL, USA) pobranych od ptakéw pomig¢dzy 39 a 42
tygodniem zycia. Potowe z nich stanowilo nasienie sklasyfikowane jako biate (proby 1B-
25B w sezonie wiosenno-letnim oraz proéby 26B-50B w jesienno-zimowym) a kolejng
ejakulaty od indoré6w z syndromem zo6ttego nasienia (proby 1Z-25Z w sezonie wiosenno-
letnim oraz 26Z-50Z w jesienno-zimowym). Osobniki pochodzity z fermy rodzicielskie;j
firmy GERCZAK (Nord-Pol Hatchery) zlokalizowanej w miejscowosci Kozia Gora na
terenie  wojewodztwa  warminsko-mazurskiego. Zwierze¢ta  utrzymywane  byly
W najwyzszych standardach zoohigienicznych i bioasekuracyjnych. Materiat badawczy byt
pobierany przez pracownikow fermy przy wykorzystaniu metody Burrowsa i Quinna
(1937). Nasienie pobrane od kazdego osobnika bylo umieszczane w osobnej strzykawce,
nastgpnie oceniane na podstawie barwy i klasyfikowane jako biate lub zotte. W dalszej
kolejnosci ejakulaty rozrzedzano za pomoca komercyjnego rozcienczalnika Extendyl (v/v
1:1) (IMV Technologies, L'Aigle, Francja), umieszczano w termoboksie o temperaturze 38-
39°C 1 przewozono do Katedry Biochemii i Biotechnologii Zwierzat WBZ UWM

w Olsztynie. Na miejscu przystgpowano do przeprowadzania analiz.

Materiat biologiczny pobierano lacznie dziesie¢ razy. Za kazdym razem uzyskujac
po pig¢ prob zakwalifikowanych jako nasienie biate lub zotte. Pobran dokonywano w
kwietniu, maju i czerwcu (sezon wiosenno-letni), oraz w listopadzie, grudniu i styczniu

(sezon jesienno-zimowy).

Materiat badawczy podzielono na grupy ze wzgledu na roézne przyjete kryteria.

Zmiennymi byty:

a. Skladowa ejakulatu tj. plazma nasienia lub plemniki,

b. Rodzaj nasienia tj. nasienie prawidlowe (biale) vs. nasienie nieprawidlowe YSS
(zotte),

c. Sezon, w ktorym nasienie zostato pobrane tj. sezon wiosenno-letni (WL) obejmujacy
miesigce od kwietnia do wrzesnia lub sezon jesienno-zimowy (JZ) od pazdziernika
do marca (podzial zastosowany na podstawie wystepowania por roku w klimacie

umiarkowanym),
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Po okresleniu koncentracji, ruchliwo$ci, oceny parametréw ruchliwosci
I przezywalnosci plemnikow proby wirowano przy 10 000 x g przez 10 minut. Uzyskang
plazme przenoszono do probowek, a plemniki przemywano dwukrotnie 0,85% roztworem
NaCl i ponownie wirowano. Do uzyskanego osadu dodawano TBS z 1% SDS (50 mM TRIS,
150 mM NaCl, 1% SDS; pH 7.5). Nastgpnie do plazm i ekstraktow plemnikowych
dodawano 1/100 objgtosci inhibitora proteaz i fosfataz - Protease and Phosphatase Inhibitor
Cocktail (Sigma-Aldrich, Merck, Burlington, MA, USA). Proby przechowywano w -80°C

do czasu kolejnych analiz.

3.2. Koncentracja plemnikow

Pomiaru koncentracji dokonywano przy pomocy mikroskopu $wietlnego oraz
komory Biirkera. Odpowiednig ilo$¢ nasienia rozcienczano najpierw 0,85% chlorkiem sodu
(NaCl). Nastepnie na szkietko podstawowe nanoszono jedng krople nasienia i przykrywano
szkietkiem nakrywkowym. Plemniki zliczano manualnie w 20 kwadratach komory
utozonych po 10 na dwoch przekatnych siatki. Po uzyskaniu wynikow wyliczano $rednig

przypadajaca na pojedynczy duzy kwadrat.

Po wyliczeniu koncentracji plemnikow wszystkie proby doprowadzano do
koncentracji wynoszacej 200x10° plemnikéw/ml. Uzywano do tego rozcienczalnika

Extendyl (IMV Technologies, L'Aigle, Francja).

3.3. Parametry ruchliwosci plemnikow (CASA)

Ocene ruchliwosci plemnikow przeprowadzono przy uzyciu systemu analizy
komputerowej CASA (Hamilton-Thorne Research, HTR, IVOS version 12.3; Beverley,

MA, USA). Ustawienia systemu byty dostosowane do nasienia indora.

W celu oszacowania ruchliwosci proby rozrzedzano ja do koncentracji 30x10°
plemnikéw/ml za pomoca buforu stuzacego do aktywacji ruchu plemnikéw (50 mM TRIS,
130 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 10 mM glukoza, 0,5% BSA,; pH 7,4). Przygotowane roztwory
ogrzewano w termostacie (Thermo Block TDB-120, Biosan, Polska) o temperaturze 38°C
przez co najmniej 15 minut. Nastgpnie do komory Maklera nanoszono 10 pl otrzymane;j
mieszaniny i dokonywano oceny ruchliwo$ci i1 parametrow kinetycznych plemnikow.

Czynnikami poddanymi analizie byty: odsetek plemnikéw ruchliwych (TMOT), odsetek
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plemnikéw o ruchu postepowym (PMOT), $rednia predkos¢ plemnika (VAP), predkosé
ruchu prostoliniowego (VSL), predko$¢ ruchu krzywoliniowego (VCL), amplituda
bocznych odchylen gtowki (ALH), $rednia czestotliwos¢ bocznych odchylen giowki (BCF),

prostoliniowo$¢ (STR) i liniowos$¢ ruchu (LIN).

3.4. Ocena zywotno$ci plemnikéw

3.4.1. Ocena integralnosci blon komdrkowych plemnikow w rejonie

akrosomowym

Integralno$¢ bton komorkowych (PMI) plemnikéw oceniano wykorzystujac
podwojne barwienie fluorochromami SYBR-14 i jodkiem propidyny (PI) (Live/Dead Sperm
Viability Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) wedlug metody
zaproponowanej przez Garnera i Johnsona (1995) z modyfikacjami (Fraser i in. 2002).

W pierwszej kolejnoéci proby nasienia doprowadzano do koncentracji 30x10°
plemnikéw/ml za pomocg buforu HEPES/BSA (10 mM HEPES, 130mM NaCl, 4mM KClI,
14 mM fruktoza, 1 mM CacClz, 0,5 mM MgCls, i 0,1% BSA; pH 7,4). Nastepnie do 100 pl
proby badanej dodawano 1 pl roztworu SYBR-14 (1 mM SYBR-14 w DMSO) i inkubowano
w termostacie (Thermo Block TDB-120, Biosan, Polska) przez 10 minut w temperaturze
38°C. Kolejno do préb dodawano 1 pl roztworu jodku propidyny (2,4 uM PI w roztworze

Tyrode’a), po czym ponownie inkubowano w takich samych warunkach przez 10 minut.

Przygotowane w ten sposob roztwory oceniano pod mikroskopem fluorescencyjnym
(Olympus CH 30 RF-200, Tokio, Japonia). Na szkietka podstawowe naktadano 10 pl proby,
a nastepnie przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Dokonywano oceny przynajmniej 100
plemnikéw, w dziesigciu losowo wybranych polach widzenia. Glowki plemnikow
wybarwione na zielono (SYBR-14) swiadczyly o nieuszkodzonej plazmolemie w rejonie

akrosomowym, natomiast §wiecgce na czerwono (PI) o uszkodzonej plazmolemie.

Otrzymane wyniki przedstawiono jako odsetek plemnikow (%) z nienaruszong

plazmolema w rejonie akrosomu.
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3.4.2. Ocena funkcjonalnos$ci mitochondriéw plemnikow

Ocene funkcjonalnosci mitochondriow (MMP) w plemnikach przeprowadzono
wykorzystujac komercyjny zestaw odczynnikdéw, w ktorego sktad wchodzity dwa zwigzki:
jodek-5, 5°, 6, 6’-tetrachloro-1, 1°, 3, 3’-tetraetylobenzimidazolo-karbocjaniny (JC-1) oraz
jodek propidyny (PI) (Mitochondrial Membrane Potential Probe, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) wedtug metody Thomasa i innych (1998).

Proby nasienia rozrzedzano do koncentracji 30x10° plemnikéw/ml przy uzyciu
buforu HEPES/BSA (10 mM HEPES, 130mM NaCl, 4mM KCI, 14 mM fruktoza, 1 mM
CaCl,, 0,5 mM MgCly, i 0,1% BSA; pH 7,4). Do 100 ul proby dodawano 1 pl roztworu
podstawowego barwnika JC-1 i inkubowano przez 10 minut w temperaturze 38°C
w termostacie (Thermo Block TDB-120, Biosan, Polska). Nastepnie do roztworu nasienia

dodawano 1 pl PI i ponownie inkubowano w takich samych warunkach.

Tak przygotowane proby oceniano pod mikroskopem fluorescencyjnym (Olympus
CH 30 RF-200, Tokio, Japonia) stosujac zielony filtr DMG. Na szkietka podstawowe
naktadano 10 pl proby, a nastgpnie przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Oceniano
przynajmniej 100 plemnikéw w dziesigciu losowo wybranych polach widzenia. Plemniki
wykazujace pomaranczowo-czerwong fluorescencje (JC-1) wstawki uznawano za zywe
z wysoka funkcjonalno$cig mitochondriow, podczas gdy plemniki wykazujace czerwong
fluorescencje (PI) gtowki 1 zielong fluorescencje wstawki zostaly sklasyfikowane jako

plemniki martwe lub nieruchliwe z niskim potencjatem btony mitochondrialne;.

Otrzymane wyniki przedstawiono jako odsetek plemnikéow (%) z funkcjonalnymi

mitochondriami.

3.4.3. Ocena zmian apoptotycznych plemnikow

Zmiany apoptotyczne plemnikéw oceniono przy uzyciu komercyjnej mieszaniny
barwnikéw fluorochromowych: YO-PRO-1 i jodku propidyny (PI) (Vybrant Apoptosis
Assay Kit #4, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Trzcinska i Bryla 2015,
Wasilewska i Fraser 2017).

Préby nasienia doprowadzano do koncentracji 30x10° plemnikow/ml za pomoca
buforu HEPES/BSA (10 mM HEPES, 130mM NaCl, 4mM KCI, 14 mM fruktoza, 1 mM
CaCl,, 0,5 mM MgCl»,10,1% BSA; pH 7,4). W dalszej kolejnosci dodawano 0,5 pl roztworu
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barwnika YO-PRO-1 10,5 pul roztworu PI oraz ponownie inkubowano w temperaturze 38°C

przez 10 minut.

Przygotowane w ten sposob proby oceniano pod mikroskopem fluorescencyjnym
(Olympus CH 30 RF-200, Tokio, Japonia). Na szkietka podstawowe naktadano 10 pl proby,
a nastgpnie przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Dokonywano oceny przynajmniej 100
plemnikow, w dziesigciu losowo wybranych polach widzenia. Plemniki z wybarwiong na
czerwono gtowka klasyfikowano jako nekrotyczne. Te z gtdéwkami czerwono-zielonymi
jako plemniki we wczesnym stadium nekrozy. Z kolei plemniki z zielonymi gtowkami byty
klasyfikowane jako wczesnoapoptotyczne. Plemniki z niewybarwiong gtowka oraz

pomaranczowo-czerwong wstawka klasyfikowano jako zywe, bez zmian apoptotycznych.

Wyniki podawano jako odsetki plemnikow (%) zywych, apoptotycznych

i nekrotycznych.

3.4.4. Detekcja tlenku azotu (NO) w plemnikach

Badanie przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego dioctanu-4,5-diaminofluoresceiny
(DAF-2DA) (Sigma-Aldrich, Merck, Burlington, MA, USA) przeprowadzono zgodnie

z metodyka zaproponowang przez Lampiao i innych (2006) z modyfikacjami.

Préby nasienia rozrzedzano do koncentracji 30x10° przy uzyciu buforu HEPES/BSA
(10 mM HEPES, 130mM NaCl, 4mM KClI, 14 mM fruktoza, 1 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,
1 0,1% BSA; pH 7,4). Potem do 100 pul proby dodawano 100 pl roztworu DAF-2DA (20 uM

DAF-2DA w PBS) i inkubowano w temperaturze 38°C przez dwie godziny w ciemnosci.

Tak przygotowane proby (10 pl) naktadano na szkietka podstawowe, a nastepnie
przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Oceniano je pod mikroskopem fluorescencyjnym
(Olympus CH 30 RF-200, Tokio, Japonia) z niebieskim filtrem DMB. Oceniano
przynajmniej 100 plemnikow, w dziesigciu losowo wybranych polach widzenia. Plemniki
wykazujace niebiesko-zielong fluorescencje w dowolnym segmencie uznawano za komorki

generujace NO.

Wynik wyrazano jako odsetek (%) plemnikéw w polu widzenia, ktore byly zdolne

do wytwarzania NO.
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3.5. Oznaczanie zawartoSci bialka calkowitego metoda Bradforda (1976)

Zawarto$¢ bialka calkowitego oznaczano wykorzystujac odczynnik Bradforda
(Sigma-Aldrich, Merck, Burlington, MA, USA) zawierajacy w swoim skltadzie blekit
kumazyny. Biatko znajdujace si¢ w probach taczac sie, z tym wlasnie barwnikiem, tworzy
kompleksy powodujac przesunigcie maksimum absorbcji barwnika z 465 nm do 595 nm.
Warto$¢ absorbancji jest wprost proporcjonalna do zawartosci biatka w badanych

roztworach.

Zawarto$¢ biatka catkowitego w probach oznaczano poprzez dodawanie 1,5 ml
odczynnika Bradforda do probowek w ktérych znajdowato sie 5 pl proby oraz 45 pl 0,85%
NaCl. Tak przygotowane proby inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Pomiaru absorbancji dokonywano na spektrofotometrze UV-Vis DU 800 (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA) przy dtugosci fali 595 nm w odniesieniu do préby kontrolnej (50 pl 0,85%
NaCl, 1,5 ml odczynnika Bradforda). Wyniki odczytywano z krzywej wzorcowej

sporzadzonej z wykorzystaniem albuminy surowicy bydlece;.

3.6. Oznaczanie aktywnos$ci wybranych enzymow antyoksydacyjnych
3.6.1. Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Oznaczanie aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) plazm i ekstraktow
plemnikowych nasienia indorow przeprowadzano za pomocg komercyjnego zestawu

Ransod (Randox, Crumlin, UK) zgodnie z instrukcjg podang przez producenta.

Wykorzystana metoda opiera si¢ na zdolnosci do generowania anionorodnikow
ponadtlenkowych przez ksantyne¢ i oksydaze ksantynowa (XOD). Powstale czasteczki
reaguja z chlorkiem 2-(4-jodofenylo)-3-(4-nitrofenol)-5-fenylotetrazoliowym (INT)
tworzac formazan — produkt o barwie czerwonej. Przyjeto, ze jednostka aktywnosci SOD

powoduje 50% inhibicj¢ poziomu redukcji INT w temperaturze 37°C 1 pH 7,0.

Do kuwet spektrofotometrycznych najpierw dodawano 50 pl proby oraz 1,7 ml
substratu (roztwor Ria W 20 ml Rup). Zawartos¢ kuwet doktadnie mieszano, a nastepnie
dodawano do nich 250 ul oksydazy ksantynowej (roztwor R w 10 ml wody dejonizowanej).
Zawarto$¢ kuwet ponownie mieszano i po uptywie 30 sekund od dodania XOD dokonywano
pomiaru spektrofotometrycznego (Beckman Coulter, UV-Vis DU 800, Brea, CA, USA)
otrzymujac odczyt absorbancji poczatkowej (A1), za$ po uptywie 3 minut koncowej (A2).
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Pomiar przeprowadzono przy diugosci fali 505 nm wobec powietrza. Komora
spektrofotometru miata stalg temperatur¢ wynoszaca 37°C. Warto$¢ aktywnosci SOD
wyliczano z ponizszego wzoru po zmierzeniu tzw. proby kontrolne;:

A, —A; B AA
3 " min

(AAPﬂ* 100)

_ Y min
100 ARs,

min

= SOD [%)]

Zaktadajac, ze prawidtowa inhibicja powinna wynosi¢ pomiedzy 30% a 60%, aktywnos¢
dysmutazy ponadtlenkowej (U/ml) odczytywano z uprzednio sporzadzonej krzywej

WZOrcowej.

3.6.2. Oznaczanie aktywnoSci peroksydazy glutationowej (GPx)

Oznaczanie aktywnos$ci peroksydazy glutationowej przeprowadzano wykorzystujac

zestaw Ransel (Randox, Crumlin, UK) zgodnie z zaleceniami podanymi przez producenta.

Metoda wykorzystuje wtasciwosci katalityczne GPx wzgledem utleniania glutationu
(GSH) przez wodorotlenek kumenu. Utleniony glutation (GSSG) w obecnosci reduktazy

glutationowej i NADPH ulega przeksztatceniu do zredukowanej formy.

W kuwetach umieszczano 20 pl proby, 1 ml odczynnika Ri1 oraz 40 pl odczynnika
R2. W probie zerowej zamiast proby umieszczano 10 pl wody dejonizowanej. Wszystkie
proby przed badaniem doktadnie mieszano. Pomiaru w spektrofotometrze UV-Vis DU 800
dokonywano w temperaturze 37°C przy diugosci fali 340 nm. Wartos$ci absorbancji
mierzono trzykrotnie. Pierwszy raz po uptywie 1 minuty dokonywano pomiaru absorbancji
poczatkowej (Ao), nastepne po uptywie 2 (A1) i 3 minut (A2). Wyniki aktywnosci GPx
wyliczano ze wzorow:

AA

Ag—A) + (A — Ay) = —
(Ag 1) + (A 2) min

(AAp. badanej AAp. zerowej

) «8412 = GPx [U/l]
min min
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3.6.3. Oznaczanie aktywnoSci katalazy (CAT)

Oznaczenia aktywnos$ci katalazy dokonano uzywajac komercyjnego zestawu
odczynnikow Catalase Assay Kit (Sigma-Aldrich, Merck, Burlington, MA, USA) wedtug
instrukcji podanej przez producenta.

Metoda opiera si¢ na pomiarze poziomu nadtlenku wodoru (H202) pozostatego po
dziataniu CAT. Kolorymetrycznie  oznaczany  jest kwas  3,5-dichloro-2-
hydroksybenzenosulfonowy, ktory taczy si¢ z 4-aminoantypiryng w obecnosci H202 oraz

peroksydazy chrzanowej (HRP), tworzac czerwony produkt.

Do proboéwek dodawano 30 ul proby, 75 ul rozcienczonego Assay bufor oraz 12,5
ul 200 mM H0». Tak sporzadzong mieszaning inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 5 minut, po czym dodawano 450 pl roztworu azydku sodu. Zawarto$¢ probowek
mieszano i przenoszono 10 ul do kuwet, w dalszej kolejnosci dodajac 1 ml odczynnika
wywolujacego barwe — chromogenu. Préby ponownie inkubowano w temperaturze 25°C
przez 15 minut. Probe zerowa wykonywano analogicznie zast¢pujac objeto$¢ proby
rozcienczonym Assay bufor. Po uptywie wyznaczonego czasu odczytywano absorbancje
przy 520 nm. Warto$ci odczytywano z krzywej wzorcowej. Aktywnos¢ katalazy wyliczano

Z€ WZOru:

A zerowej A badanej = uM H,0,

M
uM H,0, * rozcienczenie préby * 100 _ AT %
(0,015 % 5) = eyl

3.7. Oznaczanie zawartosci zredukowanej formy glutationu (GSH)

Zawartos¢ zredukowanej formy glutationu (GSH) oznaczano przy uzyciu zestawu
odczynnikow Bioxytech GSH-400 (AOXRE Bio-Sciences, Burlingame, CA, USA) tak jak

to zaleca producent.

Metoda oznaczana GSH bazuje na dwuetapowej reakcji chemicznej. Pierwszy z nich
prowadzi do powstania tioeterow migdzy uzywanym odczynnikiem R1 (4-chloro-1-metylo-
7-trifluorometylo-chinolinowy metylosiarczanem) a tiolami obecnymi w probie. Drugim

etapem jest zachodzaca w warunkach alkalicznych reakcja eliminacji. Posredniczy w niej
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odczynnik Rz (30% NaOH), ktory przeksztatca tioeter otrzymany z GSH w chromoforowy

tion o maksymalnej dlugosci fali absorbancji wynoszacej 400 nm.

Przed przystapieniem do wtasciwej procedury proby odbiatczano przy pomocy 5%
kwasu metafosoforowego dodawanego w objetosci 3:1. Nastepnie 50 ul odbialczonej proby
uzupetniano ,,.buforem 3” (fosforan potasu z kwasem dietylenotriaminopenataoctowym) do
objetosci 900 ul. Po czym dodawano 50 pl odczynnika R; 1 takg samg objetos¢ odczynnika
R> mieszajac proby za kazdym razem. Tak przygotowane mieszaniny inkubowano
w temperaturze 25°C bez dostepu $wiatla przez 10 minut. Probe zerowa wykonywano
analogicznie zastepujac objetos¢ proby ,,buforem 3”. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci
fali 400 nm. Zawartos¢ GSH obliczano wedlug wzoru, gdzie molowy wspotczynnik
absorbancji wynosi 15 460, uzywane kuwety miaty przekroj 1 cm, a proby rozcienczono 40-
krotnie:

(A - Azerowa)

15260 % 1 * 40 = GSH [M]

3.8. Oznaczanie zawarto$ci malondialdehydu (MDA)

Do oznaczen wykorzystywano kit Bioxytech MDA-586 (AOXRE Bio-Sciences,

Burlingame, CA, USA) zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.

Metoda opiera si¢ na reakcji chromogennego odczynnika Ri (N-metylo-2-
fenyloindol - NMPI) z MDA w temperaturze 45°C. Jedna czasteczka malonylodialdehydu
reaguje z dwiema czasteczkami NMPI tworzac stabilny niebieski barwnik - karbocyjaning.
Reakcja przeprowadzana jest w obecnosci kwasu chlorowodorowego (R2) i probucolu, aby

zapobiec reakcjom 4-hydroksyalkenow z 4-hydroksynonenalem (HNE).

W probdéwkach umieszczano 5 pl probucolu, 100 pl proby, 320 pl odczynnika Ri
(roztwor odczynnika R1 w 100% metanolu - stosunek 3:1) oraz 75 pl odczynnika Ro.
Roztwory mieszano i inkubowano w termostacie przez godzing w temperaturze 45°C.
Nastepnie proby wirowano przez 10 minut w temperaturze 15°C przy 10 000 x g. Probe
zerowg wykonywano analogicznie zastepujac objetos¢ proby woda dejonizowang. Pomiaru
absorbancji dokonywano w temperaturze pokojowej wobec powietrza, przy dtugosci fali
586 nm.

A badanej A zerowej — A badanej z krzywej
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Wartos$ci ekstynkcji odczytywano z krzywej, a zawarto$¢ wyliczano wedlug wzoru:

Abadanej z krzywej — 0;0038
0,120

*5 = MDA [uM]

3.9. Pomiar aktywnosci fosfataz alkalicznej (ALP) i kwasnej (ACP)

Oznaczanie aktywnosci ALP i ACP wykonano wykorzystujac metod¢ opisang przez

Bessey’a i innych (1946).

Fosfataza alkaliczna w obecnosci jonow Mg?* hydrolizuje p-nitrofenylofosforan
disodowy do p-nitrofenolu i ortofosforanu. P-nitrofenol w s$rodowisku zasadowym
zachowuje si¢ jak wskaznik dajac zotte zabarwienie. Aktywno$¢ enzymu jest proporcjonalna
do intensywnos$ci zabarwienia. W analogiczny sposob, ale z wykorzystaniem kwasnego

roztworu substratu dokonywany jest pomiar aktywnosci ACP.

W celu pomiaru aktywnosci ALP do szklanych probowek dodawano 250 ul
zasadowego roztworu substratu (8 mM fenylofosforan disodowy, 56 mM weronal sodu, pH
9,3) oraz 25 pl proby badanej. Natomiast w celu oznaczenia ACP do probowek dodawano
275 pl kwasnego roztworu substratu (8§ mM fenylofosforan disodowy, 40 mM kwas
cytrynowy, 70 mM cytrynian sodu; pH 4,9) oraz 50 ul proby badanej. Proby zerowe
wykonywano analogicznie do badanych zastgpujac objetos¢ prob woda dejonizowana.
Wszystkie proby inkubowano 30 minut w tazni wodnej o temperaturze 37°C. W celu
zahamowania reakcji do prob dodawano roztwory wodorotlenku sodu (NaOH), przy czym
do prob, gdzie oznaczano aktywnos¢ ALP - 2,5 ml 0,02N NaOH, a do tych, w ktérych
oznaczana byla ACP - 1 ml 0,AN NaOH. Pomiaru absorbancji dokonywano
w spektrofotometrze UV-Vis DU 800 wobec prob zerowych przy dtugosci fali 410 nm.
Nastepnie wyniki ekstynkcji odczytywano z krzywych wzorcowych w jednostkach
Bessey’a-Lowry’ego-Brocka (BLB), przeliczajac na jednostki migdzynarodowe przy uzyciu

wspotczynnika przeliczeniowego - 16,67.

45



3.10. lzolacja fosfoprotein z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa do
jonow Fe** na ztlozu PHOS-Select Iron Affinity Gel

Izolujac fosfoproteiny z plazm nasienia i ekstraktoéw plemnikowych wykorzystano
procedure opierajaca si¢ na chromatografii powinowactwa. Wykorzystano do tego celu ztoze

PHOS-Select Iron Affinity Gel (Sigma-Aldrich, Merck, Burlington, MA, USA).

Do probéwek naktadano 40 ul ztoza i poddawano je najpierw trzykrotnej ekwilibracji
przy uzyciu 500 pl buforu A (250 mM kwas octowy, 30% acetonitryl; pH 2,9).
Po kazdorazowym dodaniu odczynnika wszystkie proby mieszano 1 wirowano
w mikrowirowce Microfuge 22R (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) przy 10 000 x g przez
30 sekund. Z kazdym razem powstate supernatanty usuwano. Do wyekwilibrowanego ztoza
dodawano 500 pl proby standaryzowanej do zawartosci biatka — 2 mg/ml — przy pomocy
buforu A. Nastepnie probéwki umieszczano na kotysce laboratoryjnej i mieszano ich
zawarto$ci w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Proby wirowano przy 10 000 x ¢
przez 30 sekund. Powstaly supernatant usuwano i1 dodawano 500 pl buforu A. Proby
ponownie wirowano w identycznych warunkach i dekantowano powstale supernatanty.
W dalszej kolejnosci do osadow dodawano wodg dejonizowang o objetosci 500 pl
I probowki wirowano. Po raz kolejny supernatant usuwano, przechodzac do ostatniego etapu
tj. elucji izolowanych fosfoprotein. W tym celu do powstatych osadow dodawano 100 pl
buforu B (400 mM amoniak). Wirowano proby po raz ostatni (w warunkach jak wyzej).
Powstate supernatanty przenoszono do nowych, opisanych probowek, po czym zamrazano

je w -80°C.

3.11. Analiza mas czasteczkowych fosfoprotein plazm nasienia oraz ekstraktéw

plemnikowych za pomoca réznych rodzajow rozdzialow elektroforetycznych

3.11.1. Elektroforeza fosfoprotein nasienia w warunkach natywnych
(Native-PAGE)

Analiza fosfoprotein w warunkach natywnych pozwala zachowac naturalng strukture
bialek oraz ich aktywno$¢ biologiczng. Biatka przy tej metodzie zostaty rozdzielone na
podstawie stosunku fadunku do ich masy. Rozdzial fosfoprotein w warunkach natywnych
przeprowadzono postugujac si¢ metodyka podang przez Laemmli (1970) z modyfikacja

wykluczajacg udziat sktadnikoéw denaturujacych.
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Przystepujac do rozdziatu metodg Native-PAGE brano pod uwage fakt, iz nie jest
ona przeznaczona do analizy mas czasteczkowych biatek, jednak postanowiono poréwnac
profile wykonane tg technikg z profilami uzyskanymi pozostalymi metodami

elektroforetycznymi.

Podczas rozdziatu wykorzystywano 12% zele poliakrylamidowe zastepujac uzywany
standardowo detergent t3 samg objetoscig wody dejonizowanej. Proby przygotowywano
poprzez dodanie 10 pl roztworu wczesniej wyizolowanych fosfoprotein do 2 ul buforu
obciagzajacego (10% glicerol, 0,01% btekit bromofenolowy). Nastepnie calos¢ nanoszono do
studzienek w zelu. Separacje bialek przeprowadzano w aparacie Mini-Protean Il Cell (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) wypetniajac komor¢ buforem do elektroforezy
PAGE (50 mM Tris, 250 mM glicyna; pH 8,3). Napigcie pradu w czasie trwania rozdziatu
byto poczatkowo rowne 80 V, a nastepnie po przej$ciu prob w zel rozdzielajgcy zmieniane
byto na 130 V. Do oszacowania ruchliwosci elektroforetycznych rozdzielanych fosfoprotein
uzywano standardow Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Zele po zakonczeniu rozdzialu barwiono roztworem Coomassie Brilliant Blue
R-250 (30% metanol, 5% kwas octowy, 0,1% CBB R-250) (Sigma-Aldrich, Merck,
Burlington, MA, USA) przez calg dobe. Nastepnie zele odbarwiano za pomocg roztworu
zawierajacego 5% metanol 1 7% kwas octowy. Po odbarwieniu Zele analizowano
densytometrycznie za pomoca programu Multi-Analyst (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA).

3.11.2. Elektroforeza jednokierunkowa w warunkach denaturujgcych

z dodatkiem Tricine (Tricine-PAGE)

Rozdzial elektroforetyczny w warunkach denaturujacych z dodatkiem trycyny (N-
[Tris(hydroksymetylo)metylo]glicyny) wykorzystywany jest do rozdziatu przede wszystkim
biatek niskoczasteczkowych o masach ponizej 40 kDa. W szczeg6lnosci w przypadkach,

gdy w rozdziale SDS-PAGE omawiane frakcje nie rozdzielajg si¢ wystarczajaco.

Separacje biatek metoda Tricine-PAGE przeprowadzano uzywajac zeli
trojwarstwowych. Pierwsza, dolng warstwa stanowigca okoto potowe wysokosci zelu byt
15% poliakrylamidowy zel rozdzielajacy, srodkowa warstwe stanowit zel 10%, a ostatnig
gorng - zel zageszczajacy 4%. Zele przygotowywano po kolei, poczynajgc od potoZzonego

najnizej. Po wylaniu poszczegdlne warstwy przykrywano woda dejonizowang, ktorg
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usuwano przed naniesieniem kolejnej warstwy zelu. Podczas rozdzialu uzywano dwoch
buforéw elektrodowych tj. buforu anodowego (0,2 M Tris) i katodowego (0,1 M Tris, 0,1 M
Tricine, 0,1% SDS). Do 10 pul wczeéniej wyizolowanych fosfoprotein dodawano 2 pl buforu
lizujacego (1 M Tris-HCI, 20% SDS, 20% glicerol, 2% pB-merkaptoetanol, 2% bftekit
bromofenolowy; pH 6,8) i umieszczano w termostacie w temperaturze 95°C na 5 minut.
Nastepnie cato$¢ zawiesin nanoszono do studzienek zeli. Napigcie pradu w czasie trwania
rozdzialu byto poczatkowo rowne 80 V, a nastepnie po przejsciu prob w zel rozdzielajacy
zmieniane byto na 130 V. Do wyznaczenia mas czasteczkowych rozdzielonych fosfoprotein
uzywano standardow Precision Plus Protein Standards. Zele po zakonczeniu rozdzialu
barwiono roztworem Coomassie Brilliant Blue R-250 przez calg dobg. Nastepnie
odbarwiano zel za pomoca roztworu zawierajacego 5% metanol i 7% kwas octowy. Po

odbarwieniu zele analizowano densytometrycznie za pomocg programu Multi-Analyst.

3.11.3. Elektroforeza jednokierunkowa w warunkach denaturujacych

z dodatkiem mocznika (Urea-PAGE)

Metoda elektroforetyczna z dodatkiem mocznika najczgsciej uzywana jest w celu
rozdziatu biatek niskoczasteczkowych do 50 kDa oraz do rozdziatu biatek budujacych blony
plazmatyczne. Oprocz tego lepszemu rozdzialowi ulegaja biatka o wlasciwosciach

hydrofobowych.

Elektroforeze Urea-PAGE przeprowadzano podobnie do elektroforezy SDS-PAGE.
Wyjatkiem byla doktadna kompozycja uzywanych zeli. W tym przypadku warstwe
rozdzielajaca zelu stanowit 10% roztwoér sktadajacy sie z 30% mieszaniny akrylamidow,
buforu rozdzielajacego do zelu (4x stezonego), 8 M mocznika, wody dejonizowanej, 10%
nadsiarczanu amonu (APS) i N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy (TEMED). Do
przygotowania 5% zelu zageszczajacego niezbedny byt tzw. bufor zageszczajacy do zelu.

Dalsza czg$¢ proceduralna byta taka sama jak w przypadku elektroforez opisanych powyze;.

3.11.4. Elektroforeza jednokierunkowa w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE) fosfoprotein nasienia.

Elektroforeza w warunkach denaturujacych pozwala na dokladng analiz¢ mas

czasteczkowych bialek. Dzigki obecnosci dodecylosiarczanu sodu (SDS) wszystkie
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czasteczki bialek maja nadany ujemny tadunek, dzigki czemu predkos¢ rozdziatu jest wprost
proporcjonalna do wielko$ci zdenaturowanych czasteczek. Elektroforeze SDS-PAGE

wykonano zgodnie z metodg Laemmli (1970).

Rozdzial SDS-PAGE wykonywano na 12% zelach poliakrylamidowych w aparacie
Mini-Protean II Cell wypelniajac komore buforem do elektroforezy SDS-PAGE (50 mM
Tris, 250 mM glicyna, 0,5% SDS; pH 8,3). Dalsza cz¢$¢ proceduralna byta taka sama jak w
przypadku elektroforez opisanych powyze;j.

3.11.5. Elektroforeza  dwukierunkowa denaturujaca (2D-PAGE)

fosfoprotein nasienia

40 pl wyizolowanych wczesniej fosfoprotein plazm nasienia 1 ekstraktow
plemnikowych zawieszano w 160 pl buforu SBR (7 M mocznik, 2 M tiomocznik, 2%
CHAPS, 1% amfolity, 0,2% blekit bromofenolowy, 20 mM DDT). Nastgpnie catosé
poszczegolnych prob nanoszono na rowki kasety aparatu do izoelektroogniskowania Protean
i12 IEF System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), w ktorych umieszczano paski
ZOOM IPG Strips - pH 3-10L (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
pozwalajace na rozdzielanie bialek w pH miedzy 3 a 10. Najpierw przez 12 godzin
nastgpowat pierwszy etap, czyli rehydratacja paskow a potem drugi, czyli
izoelektroogniskowanie (IEF). Po zakonczeniu IEF paski wyciagano i ekwilibrowano przez
30 minut w roztworze BDE (6 M mocznik, 2% SDS, 375 mM Tris, 20% glicerol, 0,2% bfekit
bromofenolowy, 2% DDT). Nast¢pnie paski umieszczano w studzienkach 12% zeli
poliakrylamidowych, przygotowanych zgodnie z metodyka elektroforezy 2D-PAGE. Dalszy
etap obejmujacy rozdziat elektroforetyczny w warunkach denaturujacych przeprowadzano
wedlug wczesniej podanej metody SDS-PAGE. Zele analizowano densytometrycznie za

pomocg programu PDQuest (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

3.12. Elektrotransfer (Western Blotting) i immunodetekcja fosfoprotein

Fosfoproteiny poddawano rozdzialowi w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)
a nastepnie przeprowadzano elektrotransfer biatek na membrany. W przypadku tej metody
uzywano 0,5 pl standardow biotynylowanych Biotinylated Molecular Weight Marker
(Sigma-Aldrich, Merck, Burlington, MA, USA). Do elektrotransferu uzywano membran
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z polifluorku winylidenu (PVDF) (Merck Millipore, Burlington, MA, USA). Membrany
zanurzano najpierw w metanolu, a nast¢pnie umieszczano w buforze do transferu (50 mM
Tris, 250 mM glicyna, 20% metanol), zanurzajagc w nim rowniez bibuly do transferu
0 wielko$ci réwnej powierzchni zZelu na 15 minut. Proby poddawano poétsuchemu
transferowi w aparacie Semi-Dry Blotter (Sigma-Aldrich, Merck, Burlington, MA, USA)

stosujac stale natezenie pradu wynoszace 1 mA/cm? membrany przez godzine.

W dalszej kolejnosci membrany inkubowano w temperaturze pokojowej przez dwie
godziny w roztworze ptuczacym (20 mM Tris, 136 mM NacCl, 0,1% Tween-20; pH 7,5)
zawierajacym 2% albuming surowicy bydlecej (BSA). Po uptywie czasu inkubacji
membrany PVDF przemywano trzykrotnie przez 5 minut buforem ptuczacym. Nastgpnie
poddawano je kolejnej inkubacji trwajacej co najmniej 12 godzin w 4°C na kolysce
laboratoryjnej w buforze ptuczacym (50 ml) z dodatkiem wybranych biotynylowanych
przeciwcial monoklonalnych. Uzywano trzech rodzajow przeciwciat: anty-fosfoserynowych
(rozcienczonych 1:300 000), anty-fosfotreoninowych (rozcienczonych 1:60 000) lub anty-
fosfotyrozynowych (rozcienczonych 1:50 000). Nastepnego dnia membrany ponownie
przemywano buforem ptluczacym, a potem inkubowano przez godzing w temperaturze
pokojowej w buforze z dodatkiem 50 pl streptawidyny skoniugowanej z alkaliczng fosfataza
(Vector Laboratories, Newark, CA, USA). Po inkubacji membrany ponownie przemywano
buforem ptuczacym (3 x 5 minut), a nastepnie przemywano wodg dejonizowang (1 minuta).
Bibuly ostatecznie wybarwiano poprzez dodanie do 10 ml buforu do alkalicznej fosfatazy
(100 mM Tris, 100 mM NaCl; pH 9,5) 200 pl mieszaniny btekitu nitrotetrazoliowego (NBT)
i fosforanu 5-bromo-4-chloro-3-indolu (BCIP) (NBT/BCIP Stock Solution, Sigma-Aldrich,
Merck, Burlington, MA, USA). Membrany pozostawiano w mieszaninie do uzyskania
optymalnej barwy wybarwionych frakcji a nastgpnie suszono je na powietrzu. Masy
czasteczkowe wybarwionych frakcji fosfoproteinowych okreslano analizujac membrany za

pomoca oprogramowania Multi-Analyst (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

3.13. Identyfikacja fosfoprotein nasienia za pomoca spektrometrii mas Nano LC-
MS/MS

Wyciete fragmenty zelu wykonanego metoda SDS-PAGE poddano kolejno
procedurom odbarwiania, redukcji, alkilacji i trawienia. Na wstepie prazki zanurzano w 50

ul roztworu weglanu amonu (100 mM) po czym wytrzgsano je w termobloku przez 10 minut.
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Nastepnie do probowek dodawano 50 pl acetonitrylu i wytrzasano przy 600 rpm przez
nastepne 10 minut. Otrzymany supernatant usuwano, a fragmenty zelu poddano dehydratacji
dodajac 100% acetonitryl i wytrzasajac je ponownie w tych samych warunkach. W dalsze;j
kolejnosci fragmenty zelu zalewano 50 pl wodnego roztworu ditiotreitolu (DTT). Redukcje
przeprowadzano w ciggu 10 minut w temperaturze wynoszacej 90°C. Nastepnie do materiatu
dodawano 50 pl 5 mM roztworu jodoacetamidu w 100 mM buforze weglowym. Alkilacja
przebiegata w termobloku w warunkach: temperatura — 90°C, czas — 10 minut, czg¢stotliwos$¢
obrotow — 600 rpm. Po zakonczeniu procesu alkilacji roztwdr jodoacetamidu usuwano,

a prazki ponownie odwadniano przy uzyciu acetonitrylu.

W kolejnym etapie do prob wprowadzano po 1,5 pmol trypsyny (Promega, Madison,
WI, USA). Rehydratacja trwata 5 minut. Nast¢pnie material inkubowano przez calg noc
w buforze weglanowym w termobloku z ustawionym termostatem na 37°C. Kolejnego dania
przeprowadzono ekstrakcje peptydéw przy uzyciu 50 mM buforu weglanowego oraz
dwukrotnie roztworem 5% kwasu mréwkowego w 50% acetonitrylu. Kazdy etap ekstrakcji
trwat 15 minut i odbywat si¢ w temperaturze 37°C. Wszystkie otrzymane frakcje zawierajace
wymyte peptydy taczono. Ekstrakt osuszano w liofilizatorze a nastepnie rozpuszczano w 30

ul roztworu 4% acetonitrylu z 0,1% kwasem mrowkowym.

Analiz¢ Nano LC-MS/MS wykonano przy uzyciu systemu Ultimate 3000
HPLC/UPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) potaczonego on-line ze
spektrometrem masowym Exploris 240 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
w trybie jonéw dodatnich. Proby o objetosci 5 pl nastrzyknigto do systemu skladajacego si¢
z prekolumny RP C18 (0,3x5mm, ztoZe o $rednicy ziaren 5 pm) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), 1 kolumny RP C18 (15 cm, ztoze o $rednicy ziaren 3 pm, 75 pm)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Predko$¢ przeptywu fazy ruchome;j
wynosita 300 nl/min. Proby eluowano przy uzyciu 33 minutowego gradientu roztworow A
(0,1% kwas fluorooctowy w wodzie) i B (0,1% kwas fluorooctowy w acetonitrylu). Gradient
ustawiono tak, aby na poczatku (t = 0 minut) oraz po 4 minutach udziat roztworu B wynosit
8%, po 30 minutach — 35%, po 30 minutach i 30 sekundach oraz 31 minutach i 30 sekundach

—90%, a nastepnie wrécit do 8% w 32 1 33 minucie.
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3.14. Identyfikacja fosfoprotein nasienia za pomoca spektrometrii mas MALDI-
TOF/TOF

Trawienie wykonano uzywajac gotowego kitu Trypsin Gold (Promega, Madison,

WI, USA) zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.

Wybrane fragmenty zeli, wykonanych wczesniej metodg 2D-PAGE odbarwiano
dodajgc 200 pul Destaining Solution (100 mM NH4HCO3 w 50% acetonitrylu) po czym
inkubowano je przez 45 minut w temperaturze 37°C. Procedur¢ powtarzano trzykrotnie.
Nastepnie przechodzono do dehydratacji prob za pomoca 100% acetonitrylu, ktérego 100 pl
dodawano do kazdej probowki i pozostawiano w temperaturze pokojowej na 5 minut.
W celu przeprowadzenia redukcji do probéwek wprowadzano 20 pl 50 mM roztworu DTT.
Nastepnie proby wytrzasano (900 rpm, 10 minut, 90°C). Po zakonczeniu procesu dodano do
nich 20 pl roztworu do alkilacji (50 mM jodoacetamid, bufor weglanowy, pH 7,5)
I ponownie inkubowano w temperaturze 90°C przez 10 minut. Przed przystapieniem do
dalszych procedur obnizano temperature prob, w dalszej kolejnos$ci usuwano supernatant.
Pozostate osady przemywano przy uzyciu 50 mM NH4HCO3 w ilosci 100 pl, po czym
wirowano je przy 10 000 rpm. Ponownie usuwano ptyn znad osadu. Proby zalewano tym
razem 100 pl acetonitrylu i pozostawiano je na 2 minuty. Po ptywie czasu acetonitryl znad
prob usuwano, a probowki umieszczano w wirdwce prozniowej w celu wysuszenia ich

Z pozostato$ci ptynu. Wirowano je 5 minut.

Wysuszone skrawki zelu zawieszano w 20 pl roztworu Trypsin Gold z wcze$niej
wspomnianego zestawu odczynnikOw 1 pozostawiano je w temperaturze pokojowej na okoto
godzing. W nastepnym etapie przystepowano do wprowadzenia buforu trawigcego
sktadajacego sie z 40 mM NH4HCO3 w 10% acetonitrylu. Nastgpnie proby inkubowano
przez cala noc w termobloku ustawionym na 37°C. Nastepnego dnia rozpoczynano od
ponownego suszenia prob w wirdwce prozniowej. W dalszej kolejnosci trzykrotnie do
skrawkow dodawano 50 pl roztworu skladajacego sie z 50% acetonitrylu i 5% kwasu
trifluorooctowego za kazdym razem inkubujac je przez godzing w temperaturze pokojowe;j.
Tym razem pozostawiano supernatanty przenoszac je do nowych, czystych probowek
| zaggszczano je wykorzystujac ponownie wirowke prozniowa (max 30°C, 1000 rpm, 2-4

godziny).

Ptyny nastepnie oczyszczano za pomocg koncowek do pipet ZipTip® C18 (Merck
Millipore, Burlington, MA, USA) zgodnie z instrukcjg producenta dotaczong do zestawu.
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Koncéwki uprzednio przygotowano do wykonania procedury. Eluowane biatka po
wykorzystaniu roztworu 70% acetonitrylu w 0,1% kwasu trifluorooctowego przenoszono do

wysterylizowanych probowek.

W analizach spektrometrycznych wykorzystano matryce 2,5-DHB (kwas 2,5-
dihydroksybenzoesowy) W celu przygotowania matrycy w probéwce umieszczano 10 mg
gotowej matrycy DHB oraz 1 ml roztworu sktadajacego si¢ z 30% acetonitrylu, 1% kwasu

ortofosforowego oraz 0,1% kwasu trifluorooctowego i wody.

Na specjalng metalowg plytke (MTP 384 Ground Steel Target BC, Bruker
Corporation, Billerica, MA, USA), na kolejne dotki nanoszono po 1 pl proby i matrycy. W
dalszej kolejnosci czekano az proby na plytce zupetnie wyschng i przechodzono do analizy
spektrometrycznej metodg MALDI-TOF/TOF w aparacie Autoflex 111 Smartbeam MALDI-
TOF/TOF (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA). Uzyskane wyniki w oparciu
o program MASCOT (Matrix Science, USA) zestawiano w oparciu o bazy danych sekwencji

biatkowych.

3.15. Charakterystyka zidentyfikowanych fosfoprotein

Zidentyfikowane biatka opisano przy pomocy ogélnodostepnych darmowych baz
internetowych takich jak NCBI (Entrez Proteins, NLM, Bethesda, MD, USA,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez), UniProt (http://www.uniprot.org) oraz
PhosphoSitePlus® (wersja 6.7.1.1, https://www.phosphosite.org).

Nie wszystkie biatka, zidentyfikowane w ramach niniejszej pracy, sa przypisane
w wyzej wymienionych bazach proteomicznych dla gatunku indora (Meleagris gallopavo)
lub innych przedstawicieli drobiu grzebigcego (np.: Gallus gallus czy Coturnix japonica).
Totez podczas przeprowadzania analiz funkcjonalnych zostaty one zastapione przez ich

ludzkie (Homo sapiens) ortologi.

3.16. Analiza funkcjonalna zidentyfikowanych fosfoprotein

W pierwszej kolejnosci dokonano okreslenia ontologii genéw (GO) kodujacych
wybrane fosfoproteiny obecne w nasieniu indora. Do tego celu wykorzystano program
ShinyGo (wersja 0.77, http://bioinformatics.sdstate.edu/go/). Biatka wystepujace
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w fosfoproteomie nasienia indora podzielono ze wzgledu na pelnione przez nie funkcje

biologiczne.

Poniewaz sygnalizacja komorkowa jest w gtdéwnej mierze zalezna od specyficznych
oddziatywan wystepujacych pomiedzy resztami aminokwasowymi sasiadujacych biatek
przeprowadzono takze analiz¢ interakcji biatko-biatko. Do analizy omawianych interakc;ji,
wystepujacych pomiedzy fosfoproteinami nasienia indora, wykorzystano bioinformatyczny
program STRING (wersja 11.5, http://string-db.org). Za minimalny wymagany wynik
interakcji obrano warto$¢ > 0,4 (Sredni poziom ufnosci). Wyszukiwano wszystkie interakcje

dla gatunku Homo sapiens (najwicksza i na biezgco aktualizowana baza genow).

3.17. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono wykorzystujac program Statistica (wersja
13.3., StatSoft, TIBCO Software, Palo Alto, CA, USA). Wyniki przedstawiono jako $rednie
arytmetyczne + btedy standardowe $rednich (SEM). Parametry dotyczace gestosci optycznej
profili fosfoproteomicznych wyizolowanych fosfoprotein plazm nasienia i ekstraktow
plemnikowych uzyskanych metodami immunodetekcji analizowano za pomoca analizy
nieparametrycznej za pomoca testu U Manna-Whitneya. Natomiast pozostale parametry
przeanalizowano za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA uzywajac testu
Tukeya. Obecnos¢ korelacji miedzy analizowanymi parametrami okreslono poprzez
obliczenie wspotczynnikow korelacji metoda Pearsona. Zaobserwowane korelacje
sklasyfikowano jako stabe (0,21-0,4), umiarkowane (0,41-0,7), silne (0,71-0,9) lub bardzo
silne (>0,9).
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4. Wyniki

4.1. Analiza parametrow biologicznych plazm i plemnikow pochodzacych z bialego

i zoltego nasienia indorow

4.1.1. Zawartos¢ bialka calkowitego w plazmach pozyskanych z nasienia

bialego i zoltego

Srednia zawarto$¢ biatka catkowitego w plazmach nasienia pozyskanych z nasienia
biatego 1 z6ltego roznita si¢ statystycznie wysoko istotnie (p <0,01). Plazmy pochodzace od
indoréw z YSS zawieraly ponad dwukrotnie wyzszg zawarto$¢ biatka catkowitego (17,87
mg/ml) w stosunku do plazm nasienia biatego, w ktérych §rednia zawarto$¢ biatka wynosita
7,63 mg/ml (WyKkres 4.1).

20,00
18,00 A
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00 B
6,00
4,00
2,00 7,63 17,87
0,00 .
Biale Zolte

A, B — Roznice statystycznie wysoko istotne (p <0,01)
a, b - Réznice statystycznie istotne (p < 0,05)

Wykres 4.1 Zawarto$¢ biatka catkowitego w plazmach biatego i zéttego nasienia

4.1.2. Parametry biochemiczne plazm nasienia bialego i zéltego

Wykazano wystepowanie istotnych i wysoko istotnych rdéznic w warto$ciach
wybranych parametrow biochemicznych charakteryzujacych plazmy nasienia pochodzace
zZ biatych i1 z6ttych ejakulatow. Plazmy nasienia zoltego wyrdznialy si¢ wyzsza aktywnos$cia
fosfataz kwasnej 1 alkalicznej oraz peroksydazy glutationowej, a takze wyzszg zawartoscig

glutationu i malondialdehydu (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 Parametry biochemiczne plazm pochodzacych z bialego i zottego nasienia. Warto$ci
przedstawiono jako $rednie arytmetyczne + SEM

Rodzaj nasienia Biale Zolte
Aktywnosé¢ ACP [U] 6918,98 +£1284,72" 11 651,34+1 710,60 *
Aktywno$¢ ALP [U] 26,55+2,328 75,43 +4,89 A

Aktywnos$¢ SOD [U/ml] 2,19+014 1,90 £ 0,21
Aktywno$¢ GPx [U/ml] 0,39+0,02 8 0,65+ 0,07 *
Aktywno$é CAT [nM/min/ml] 27,64 £ 4,65 29,74 £ 7,92
Zawartos¢ GSH [uM] 437,82 +£34,148 671,61 £47,574
Zawartos¢ MDA [uM] 10,82+ 1,69 B 18,91 £2,08 4

A B _ Roznice statystycznie wysoko istotne (p < 0,01)
b _ Réznice statystycznie istotne (p < 0,05)

4.1.3. Parametry biologiczne plemnikéw nasienia bialego i Z6ltego

Wykazano wystepowanie istotnych i wysoko istotnych rdznic Statystycznych
pomiegdzy warto$ciami parametrow charakteryzujacych plemniki nasienia biatego i zottego.
Wiasciwosci kinetyczne ruchu plemnikéw takie jak TMOT, VCL czy BCF byly wyzsze
w plemnikach z nasienia biatego, natomiast VSL, STR i LIN byly wyzsze w przypadku
plemnikow z nasienia zottego. Wyzszg statystycznie istotng koncentracjg plemnikow,
integralnoscig bton komérkowych plemnikéw w rejonie akrosomowym, funkcjonalnoscia
mitochondriow plemnikow oraz odsetkiem plemnikow zywych charakteryzowaty sig¢
plemniki nasienia biatego, a wyzszym odsetkiem plemnikow apoptotycznych
I nekrotycznych z nasienia zoltego. Aktywno$¢ SOD i GPx oraz zawartos¢ GSH byty
statystycznie istotnie wyzsze w przypadku plemnikoéw z nasienia zottego (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 Parametry biologiczne plemnikéw pochodzacych z nasienia biatego i zottego. Wartosci
przedstawiono jako $rednie arytmetyczne + SEM

Rodzaj nasienia Biale Zolte
TMOT [%] 68,43 +3,58% 57,43+391"
PMOT [%] 35,22 +2,34 32,37 + 3,37
VAP [um/s] 77,68 +1,16 80,19 + 1,95
VSL [pm/s] 66,55 +1,45" 72,44 +£2,14*
VCL [um/s] 113,07+1,594 10523 +2,17 B
ALH [pm] 3,63 £0,07 3,59+0,11
BCF [Hz] 17,64 £0,67 A 14,25+ 0,83 B
STR [%] 84,60 + 0,87 B 89,37 +0,90 4
LIN [%] 62,29+ 1,438 70,69+ 1,69 4
Koncentracja plemnikow [x10°] 3,51+0,124 2,18+0,13 B
Integralnos$¢ blon komoérkowych [%] 85,78 +£0,82 2 81,58+1,56"
Funkcjonalno$¢ mitochondriow [%] 83,73 +1,024 79,01 + 1,448
Odsetek plemnikow generujacych NO [%] 42,65 £ 3,36 44,09 + 3,75
Odsetek plemnikéw zywych [%] 8591+1,014 75,66+ 0,71 B
Odsetek plemnikow apoptotycznych [%] 12,16 £ 0,95 8 21,03 0,63 4
QOdsetek plemnikow nekrotycznych [%] 1,93+0,33 8 332+£0274
Aktywno$¢ SOD [U/10° plem.] 0,42+0,04 B 0,86+0,144
Aktywno$¢ GPx [U/10° plem.] 99,36+ 13,39 " 168,68 £ 30,11 2
Aktywno§¢ CAT [uM/min/10° plem.] 1,84+ 0,78 5,95 +£2,49
Zawarto$é¢ GSH [uM/10° plem.] 85,39 +6,39B 136,13 £21,694
Zawarto$é¢ MDA [uM/10° plem.] 15,31 £ 1,87 12,71 £1,72

A B _Roznice statystycznie wysoko istotne (p < 0,01)
b _ Réznice statystycznie istotne (p < 0,05)

4.1.4. Wspolezynniki  Kkorelacji pomiedzy wybranymi parametrami
biochemicznymi plazm nasienia i plemnikow pochodzacych z bialego

| Z6ltego nasienia

Analizujac parametry biochemiczne obu rodzajéow plazm nasienia zauwazono szereg
istotnych statystycznie korelacji wystepujacych pomiedzy nimi. W biatych plazmach
nasienia korelacje byly na poziomie stabym i $rednim. Zaobserwowano dodatnie korelacje
pomiedzy zawarto$cig biatka catkowitego a aktywnos$ciami ALP i SOD oraz pomig¢dzy
zawartosciag MDA a aktywnoscig CAT i zawartoscig GSH. Ujemng korelacje zanotowano
pomiedzy aktywnos$cig SOD a zawartosciag GSH (Tabela 4.3). Z kolei wsrod plazm nasienia
z 76ttych ejakulatow wykazano silne dodatnie korelacje pomiedzy aktywnoscia SOD
a zawartoS$cia biatka i aktywnoscig ACP. Wykazano, ze dwa parametry tj. aktywnos¢ CAT

oraz zawarto$¢ GSH nie sg skorelowane z innymi badanymi parametrami (Tabela 4.4).
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Tabela 4.3 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biochemicznymi
plazm biatego nasienia

Zawartos¢  \op A1p SOD GPx CAT GSH MDA
biatka
Zawartosc 010 0,60 035 015 000 0,10 004
bialka
ACP -0,10 - 022 032 010 -004 -024 022
ALP 0,60 022 - 026 009 000 -0,11 0,01
SOD 0,35 032 026 - 024 -0.17 -036 -0,04
GPx 0,15 0,00 0,09 -024 -  -027 -005 -023
CAT 0,00 20,04 000 -0,17 -027 - 029 038
GSH 0,10 2024 -0,11 -0,36 -005 029 - 034
MDA 0,04 022 001 -004 -023 038 034 -

Tabela 4.4 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigedzy wybranymi parametrami biochemicznymi
plazm z6itego nasienia

Zawartos$é

. ACP ALP SOD GPx CAT GSH MDA
bialka
Zawarto$¢
bialka 0,67 067 0,75 -0,53 -0,30 -0,11 0,47
ACP 0,67 - 0,70 0,75 -0,54 -0,25 -0,09 0,60
ALP 0,67 0,70 - 0,62 -0,44 -0,41 0,10 0,48
SOD 0,75 0,75 0,62 - -0,69 -0,09 -0,08 0,33
GPx -0,53 -0,54 -0,44 -0,69 - 0,13 -0,29 -0,22
CAT -0,30 -0,25 -0,41 -0,09 0,13 - -0,37 -0,23
GSH -0,11 -0,09 0,10 -0,08 -0,29 -0,37 - 0,01
MDA 0,47 0,60 048 033 -0,22 -0,23 0,01 -

W plemnikach z bialego nasienia najsilniejsze dodatnie korelacje obserwowano

pomiedzy STR a LIN ruchu oraz VAP a VSL. Niewiele stabsze zalezno$ci otrzymano
pomiedzy VSL a LIN oraz miegdzy TMOT a PMOT (Tabela 4.5). W przypadku nasienia

z6ltego zaobserwowano podobne zaleznosci (Tabela 4.6).

Tabela 4.5 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami ruchliwosci
plemnikow biatych ejakulatow

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
TMOT - 0,74 0,16 -0,12 068 0,555 0,04 -0,51 -0,44
PMOT 0,74 - 0,14 -0,05 042 0,17 0,17 -029 -0,26
VAP 0,16 0,14 - 093 0,17 -006 -0,52 0,51 0,63
VSL -0,12 -005 093 - -0,16 -027 -0,61 0,78 0,86
VCL 068 042 017 -016 - 062 038 -0,68 -0,63
ALH 055 017 -006 -027 062 - 002 -048 -0,51
BCF 004 0,17 -052 -0,61 038 002 - -0,62 -0,69
STR  -0,51 -029 051 078 -0,68 -048 -0,62 - 097
LIN -044 -026 0,3 086 -0,63 -051 -0,69 0,97 -
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Tabela 4.6 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami ruchliwosci
plemnikéw zottych ejakulatow

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

TMOT - 0,83 045 033 062 0,13 0,15 -0,17 -0,16
PMOT 0,83 - 0,26 0,04 058 0,15 034 -0,29 -0,34
VAP 0,45 0,26 - 096 0,64 -022 -0,06 035 0,50
VSL 0,33 0,14 0,96 - 0,43 -0,38 -0,13 0,59 0,71
VCL 0,62 0,58 0,64 043 - 0,36 0,27 -0,38 -0,32
ALH 0,13 0,15 -0,22 -0,38 0,36 - 0,13 -0,61 -0,68
BCF 0,15 0,34 -0,06 -0,13 0,27 0,13 - -0,24 -0,36
STR -0,17 -0,29 035 059 -0,38 -0,61 -0,24 - 0,92
LIN -0,16 -0,34 050 0,71 -032 -0,68 -0,36 0,92 -

Odsetek plemnikoéw apoptotycznych, zarbwno w ejakulatach biatych jak 1 zoltych,
byl bardzo silnie skorelowany z odsetkiem plemnikow Zzywych mierzonych przy uzyciu
fluorochroméw YO-PRO/PI. Pozostate korelacje miaty co najwyzej $rednig site (Tabela
4.7, Tabela 4.8).

Tabela 4.7 Wartosci wspotczynnikéw korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biologicznymi
plemnikéw biatych ejakulatow

Koncen.trérlqa PMI MMP NO Plf!mlllkl Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne
Koncentracja - 0,18 032 0,15 -025 0,14 0,35
plemnikow
PMI -0,18 - 0,17 0,29 -0,01 0,05 -0,12
MMP -0,32 0,17 - 0,06 0,19 -0,18 -0,06
NO 0,15 0,29 0,06 - 0,13 -0,20 0,16
Plemniki Zywe -0,25 -0,01 0,19 0,13 - -0,95 -0,33
Plemniki 0,14 005  -018 -020  -095 . 0,01
apoptotyczne
Plemniki 035 012 006 016  -033 0,01
nekrotyczne

Tabela 4.8 Wartosci wspotczynnikéw korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biologicznymi
plemnikow zottych ejakulatow

Koncen.trs:’lcja PMI MMP NO Plf:mniki Plemniki Plemniki
plemnikow Zywe apoptotyczne  nekrotyczne
Koncentracja - 0,13 019 -025  -0,06 0,00 0,15
plemnikow
PMI 0,13 - 0,53 0,04 0,24 -0,25 -0,04
MMP 0,19 0,53 - -0,07 0,10 -0,12 0,03
NO -0,25 0,04 -0,07 - 0,06 -0,15 0,18
Plemniki Zywe -0,06 0,24 0,10 0,06 - -0,93 -0,46
Plemniki 0,00 025 012 015  -0.93 . 0,10
apoptotyczne
Plemniki 0,15 004 003 018  -046 0,10 :
nekrotyczne
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Parametry biochemiczne charakteryzujace plemniki z zottych ejakulatow nie

wykazywaly miedzy sobg statystycznie istotnych korelacji. Natomiast w plemnikach

Z biatych ejakulatow stabo skorelowane ze sobg byly aktywnosci SOD i GPx (Tabela 4.9,

Tabela 4.10).

Tabela 4.9 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biochemicznymi

plemnikow biatych ejakulatow

SOD GPx CAT GSH MDA
SOD - 0,36 -0,15 -0,13 -0,24
GPx 0,36 - 0,00 0,05 -0,09
CAT -0,15 0,00 - -0,26 0,15
GSH -0,13 0,05 -0,26 - 0,22
MDA -0,24 -0,09 0,15 0,22 -

Tabela 4.10 Wartosci wspotczynnikow — korelacji

biochemicznymi plemnikow zottych ejakulatow

pomiedzy wybranymi  parametrami

SOD GPx CAT GSH MDA
SOD - 0,25 -0,07 -0,31 -0,30
GPx 0,25 - 0,20 -0,05 0,12
CAT -0,07 0,20 - 0,42 -0,29
GSH -0,31 -0,05 0,42 - -0,06
MDA -0,30 0,12 -0,29 -0,06 -

Analizujac  zalezno$ci

pomiedzy wlasciwosciami antyoksydacyjnymi plazmy

nasienia ejakulatow biatych i zottych a parametrami ruchliwosci plemnikow wykazano

istnienie statystycznie istotnych korelacji migdzy nimi. W przypadku plazm i plemnikow

Z biatych ejakulatow aktywnos$¢ ACP byla ujemnie skorelowana z TMOT, VCL oraz ALH.

Aktywno$¢ SOD jest skorelowana ujemnie z VAP i VSL. Aktywnos$¢ GPx ujemnie koreluje

z PMOT, a zawarto$¢ GSH wykazuje dodatnig korelacje z VCL. Poza tym aktywno§¢ CAT

ujemnie koreluje z VAP, VSL oraz BCF (Tabela 4.11). W przypadku plazm i plemnikow z

nasienia zottego ujemng korelacje z LIN wykazuje zawarto$¢ biatka, oraz aktywnosci

fosfataz i SOD. Poza tym oprocz powiagzan z LIN aktywnos¢ ALP ujemnie koreluje z VAP,
VSL i STR. Z kolei aktywno$¢ CAT koreluje dodatnio z VAP i VSL (Tabela 4.12).
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Tabela 4.11 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami ruchu plemnikow biatych ejakulatow
TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
Zawarto$¢ biatka  -0,31 -0,31  -0,17 -0,14 -0,10 -0,06 0,18 -0,05 -0,08
ACP -0,42 -0,29 -0,08 0,04 -036 -0,37 0,03 025 0,24
ALP -0,33 -0,17 0,03 0,11 -031 -0,23 0,07 022 0,22
SOD -0,18 0,02 -0,53 -043 -0,29 -0,15 0,27 -0,15 -0,21
GPx -0,19 -044 0,17 023 -0,15 -0,01 -0,20 0,28 0,27
CAT 0,24 029 048 043 0,14 0,17 -042 027 0,28
GSH 0,31 0,21 027 0,1 040 028 0,02 -0,15 -0,10
MDA -0,15 0,00 0,16 0,17 -0,07 -0,04 0,07 0,18 0,15
Tabela 4.12 Wartosci  wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami ruchu plemnikow zottych ejakulatow
TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
Zawartos¢ biatka  -0,31 0,05 -033 -039 036 0,09 026 -035 -0,50
ACP -0,09 0,18 -0,36 -0,40 0,32 -0,05 0,38 -0,37 -0,49
ALP -0,11 -0,06 -049 -0,58 037 0,04 032 -0,54 -0,67
SOD -0,25 0,14 -0,17 -030 046 0,02 0,19 -048 -0,50
GPx -0,04 -0,39 026 034 -027 -0,05 -038 041 043
CAT 0,21 0,10 053 049 030 0,01 -0,15 0,29 0,29
GSH -0,04 -0,06 0,04 005 -0,15 -0,22 0,38 0,06 0,14
MDA -0,01 0,24 -0,25 -0,22 0,29 -0,19 040 -0,02 -0,27

Koncentracja plemnikoéw w biatych ejakulatach koreluje z aktywnoscig SOD 1 CAT

w plazmie nasienia. Odsetek plemnikéw generujacych NO koreluje z aktywnoscig ACP,

a odsetek plemnikow nekrotycznych z aktywnoscig SOD w plazmie (Tabela 4.13). Odsetek

plemnikéw nekrotycznych w nasieniu zottym byl skorelowany z zawartoscig biatka

catkowitego, zawarto$cig MDA oraz aktywnoscig fosfataz, SOD 1 GPx. Natomiast odsetek

plemnikow apoptotycznych korelowat z zawarto$cig biatka catkowitego i GSH. Wykazano

rowniez zaleznosci pomigdzy PMI a zawarto$cia GSH oraz MMP a aktywno$cig GPx.

Plemniki generujace NO umiarkowanie ujemnie korelujg z zawarto$cig biatka catkowitego

oraz silnie z aktywno$ciami ACP i SOD (Tabela 4.14).
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Tabela 4.13

Wartosci  wspotczynnikéw  korelacji

pomiedzy  wybranymi
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biologicznymi plemnikow biatych ejakulatow

parametrami

Koncen.trirlcja PMI  MMP NO Plf:mniki Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne

Zawartost -0,26 002 009 003 022 0,19 0,15
bialka

ACP 0,03 -0,24 -0,14  -0,51 -0,10 0,13 -0,13

ALP 0,02 0,02 0,03 0,05 0,18 -0,18 0,00

SOD -0,35 -0,08  -0,22  -0,27 0,33 -0,21 -0,44

GPx 0,09 0,08 -0,01 0,20 -0,20 0,14 0,25

CAT 0,46 0,18 0,05 0,17 -0,06 0,01 0,21

GSH 0,29 0,27 0,16 0,10 -0,14 0,10 0,18

MDA 0,21 -0,18  -0,05 0,01 0,14 -0,14 -0,04

Tabela 4.14 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami

biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biologicznymi plemnikow zo6ttych ejakulatow

Koncen.trzrlcja PMI MMP NO Plf:mniki Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne

Zawartos¢ -0,31 0,05 027 -0,58  -024 0,50 -0,53
bialka

ACP -0,24 -0,03  -0,35 -0,75 0,24 0,11 -0,69

ALP -0,15 -0,23  -0,26 -0,47 -0,09 0,40 -0,65

SOD -0,21 -0,16  -0,40 -0,75 -0,11 0,36 -0,53

GPx 0,47 0,15 0,49 0,38 0,10 -0,38 0,58

CAT 0,34 0,28 -0,02 0,09 0,02 -0,25 0,46

GSH -0,33 -0,53 0,05 0,31 -0,40 0,54 -0,32

MDA -0,26 -0,24 0,10 -0,43 0,31 0,03 -0,67

Poréwnano rowniez zalezno$ci pomie¢dzy parametrami biochemicznymi plazm oraz

plemnikow obydwu rodzajéw nasienia. Aktywno$¢ SOD w plazmie nasienia biatego

korelowata z aktywnoscig CAT oraz zawarto$cig GSH w plemnikach. Wykazano rowniez,

ze aktywno$s¢ ACP jest ujemnie skorelowana z aktywnoscia SOD, a ALP dodatnio

z aktywnos$ciag GPx plemnikow z nasienia biatego (Tabela 4.15). W przypadku plazm

I plemnikow z zottych ejakulatow zauwazono zalezno$ci migdzy zawartosciz MDA

W plemnikach a zawarto$cig biatka oraz aktywnos$cig ALP w plazmie nasienia. Aktywno$¢

SOD w plemnikach skorelowana jest z aktywnosciag SOD i1 GPx w plazmie nasienia.

Wykazano tez korelacj¢ miedzy zawartoscia GSH w plazmie nasienia a zawarto$ciag GSH

w plemnikach (Tabela 4.16).
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Tabela 4.15 Wartosci  wspotczynnikow — korelacji

pomiedzy wybranymi
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biochemicznymi plemnikoéw biatych ejakulatow

SOD GPx CAT GSH MDA

Zawarto$¢ biatkka 0,31 021 -0,21 0,08 -0,21
ACP -0,38 -0,13 -0,08 0,20 0,01

ALP 0,17 035 -0,16 032 -0,05

SOD 0,03 0,08 -041 035 -0,07

GPx 0,18 -0,17 0,16 -0,16 -0,16

CAT -0,23 -0,16 0,17 -0,07 0,25

GSH -0,09 0,00 0,19 -0,17 0,05

MDA -0,03 -0,18 0,09 -0,21 0,13

Tabela 4.16 Wartosci wspotczynnikow — korelacji  pomiedzy  wybranymi

parametrami

parametrami

biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biochemicznymi plemnikow zo6ltych ejakulatow

SOD GPx CAT GSH MDA

Zawarto$¢ biatkka -0,18 0,09 005 0,17 -0,54
ACP -0,36 -0,24 027 0,13 -048

ALP -0,31 -0,30 0,02 -0,05 -0,50

SOD -0,65 -0,17 0,08 0,29 -0,36

GPx 0,59 -0,30 -0,35 -0,20 0,15

CAT -0,26 -0,21 -0,11 -0,03 0,22

GSH -0,23 0,13 024 0,53 0,23
MDA -0,13 0,03 0,33 0,20 -0,32

4.2. Analiza parametréw biologicznych plazm i plemnikéw indoréw w sezonach

wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

4.2.1. Zawartos$¢ bialka calkowitego w plazmach nasienia indorow w sezonach

wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

Srednia zawarto$¢ biatka catkowitego w plazmach nasienia indoréw podczas obu

wyodrebnionych sezondéw rdznila si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05). W sezonie wiosenno-

letnim wynosita ona 10,98 mg/ml, a w jesienno-zimowym 13,93 mg/ml (Wykres 4.2).
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20,00
18,00
16,00 a
14,00
12,00 b
10,00
8,00
6,00
4,00

2,00 10,98 13,93
0,00
Wiosenno-letni Jesienno-zimowy

A, B — Roznice statystycznie wysoko istotne (p <0,01)
a, b - Roznice statystycznie istotne (p < 0,05)

Wykres 4.2 Zawarto$¢ biatka catkowitego plazm nasienia w sezonie wiosenno-letnim i jesienno-
zimowym

4.2.2. Parametry biochemiczne plazm nasienia w sezonach wiosenno-letnim

i jesienno-zimowym

W sezonie wiosenno-letnim wyzsza aktywnoscig odznaczaty si¢ GPx i CAT oraz

zawarto$¢ GSH. Z kolei w sezonie jesienno-zimowym wyzszg aktywno$¢ wykazywaty ACP
i SOD (Tabela 4.17).

Tabela 4.17 Parametry biochemiczne plazm nasienia w sezonie wiosenno-letnim i jesienno-
zimowym. Wartosci przedstawiono jako $rednie arytmetyczne + SEM

Sezon Wiosenno-letni Jesienno-zimowy

Aktywno$é¢ ACP [U] 4729,17 +823,17" 992446 +1391,01*
Aktywno$é ALP [U] 41,74 £5,61 42,47 £ 4,84
Aktywno$¢ SOD [U/ml] 1,04 +£0,13 8 2,52+0,094
Aktywno$¢ GPx [U/ml] 0,68 £ 0,08 4 0,38+0,028
Aktywno$¢ CAT [uM/min/ml] 46,73 £ 11,39 4 20,95 +2,658

Zawartos$¢ GSH [uM] 633,68 + 56,74 * 464,68 £34,90°

Zawartos¢ MDA [nM] 14,84 £2,19 12,85 +1,78

A B_ Réznice statystycznie wysoko istotne (p < 0,01)
a.b_ Réznice statystycznie istotne (p < 0,05)

4.2.3. Parametry biologiczne plemnikow w sezonach wiosenno-letnim

I jesienno-zimowym

W sezonie wiosenno-letnim statystycznie istotnie wyzsze wartosci charakteryzowaty
VAP, VSL, STR oraz LIN, a w jesienno-zimowym BCF. Odsetki plemnikow generujacych

NO, apoptotycznych i nekrotycznych byly wyzsze w sezonie wiosenno-letnim. Wyzsza
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aktywnoscia enzymatyczng odznaczaly si¢ SOD i CAT w sezonie wiosenno-letnim (Tabela

4.18).

Tabela 4.18 Parametry biologiczne plemnikow w sezonie wiosenno-letnim i jesienno-zimowym.

Wartosci przedstawiono jako $rednie arytmetyczne = SEM

Sezon Wiosenno-letni Jesienno-zimowy
TMOT [%] 66,51 + 3,35 61,20 + 4,45
PMOT [%] 33,54 + 2,95 34,83 + 2,35
VAP [um/s] 83,00+ 1,554 73,22 +0,64 B
VSL [um/s] 75,14+ 1,634 60,96 + 0,97 B
VCL [pm/s] 108,02 + 1,89 112,79 £ 1,81
ALH [pm] 3,56 + 0,08 3,69 + 0,09
BCF [Hz] 13,96+ 0,65 B 19,29 +0,69 4
STR [%] 89,88 £ 0,66 4 82,18+0,92 8
LIN [%] 71,56 £1,29 4 58,05+1,35°®
Koncentracja plemnikow [x10°] 3,00+0,18 2,99 +0,12
Integralnos$¢ blon komérkowych [%] 84,44 +1,12 83,78 +1,19
Funkcjonalno$¢ mitochondriow [%] 82,31 +£1,17 81,38 + 1,31
Odsetek plemnikow generujacych NO [%] 5228 +2824 31,88 +3,73 8
Odsetek plemnikow zywych [%] 79,01 £0,77 B 85,55+1,504
Odsetek plemnikow apoptotycznych [%] 17,28 +£0,76 * 1352+1,41"
Odsetek plemnikéw nekrotycznych [%] 3,70+ 0,302 0,93+0,20B
Aktywno$¢ SOD [U/10° plem.] 0,82+0,164 0,46+ 0,04 B
Aktywno$¢ GPx [U/10° plem.] 122,14 £28,46 122,62 £16,08
Aktywno§¢ CAT [uM/min/10° plem.] 6,27 £2,65% 1,81 £0,74"°
Zawarto$¢ GSH [uM/10° plem.] 96,78 £ 21,39 104,83 + 8,81
Zawarto$é¢ MDA [uM/10° plem.] 17,25+ 3,11 13,16 £ 1,40

AB _Réznice statystycznie wysoko istotne (p < 0,01)
&b _ Roznice statystycznie istotne (p < 0,05)

4.2.4. Wspélczynniki korelacji wybranych parametréw biochemicznych plazm

i plemnikéw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

W sezonie wiosenno-letnim zaobserwowano silne dodatnie korelacje pomigdzy
zawarto$cig bialka 1 aktywnoscig ALP oraz pomigdzy zawartoscig MDA a aktywnoscig
ACP. Oprocz tego zaobserwowano zaleznosci migdzy aktywnosciami ALP, ACP i GPx,
migdzy SOD a CAT i zawartoscig MDA oraz migdzy aktywnoscig GPx a zawartos$cig biatka
catkowitego w plazmie nasienia (Tabela 4.19). Z kolei w sezonie jesienno-zimowym
obserwowano dodatnio skorelowane zawarto$¢ biatka z aktywnoscig ALP. Ponadto, $rednia
zawarto$¢ biatka catkowitego w plazmie byla skorelowana z aktywnoscig GPXx oraz
zawartoscia GSH 1 MDA. Aktywnosci fosfataz sg dodatnio skorelowane. Dodatkowo
aktywno$¢ kazdej z nich korelowata z aktywnoscia GPx i zawarto$cia MDA. Aktywno$¢

ALP znacznie silniej korelowata z zawartoscia GSH niz aktywno$cig ACP. Ostatnig
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zaobserwowang korelacja w tej grupie zmiennych byly zalezno$ci pomiedzy zawartoscia

GSH a zawarto$ciag MDA w sezonie jesienno-zimowym (Tabela 4.20).

Tabela 4.19 Wartosci wspétczynnikow — korelacji  pomigdzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia w sezonie wiosenno-letnim

Zawartos¢  \op  A1p SOD GPx CAT GSH MDA
bialka
Zawartos¢ 042 0,82 -002 0,68 -017 015 020
biatka
ACP 0,42 - 059 024 -003 -0.16 011 0,71
ALP 0,82 059 - 009 059 -024 009 028
SOD 0,02 024 009 - 032 056 000 0,53
GPx 0,68 20,03 059 -032 - 038 -020 -038
CAT 0.17  -0.16 -024 056 -038 - -0.19 0,17
GSH 0,15 011 009 000 -020 -019 - 042
MDA 0.20 071 028 053 -038 017 042 -

Tabela 4.20 Wartosci  wspétczynnikow — korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia w sezonie jesienno-zimowym

Zawartos¢  \cp ALP SOD GPx CAT GSH MDA
bialka
Zawartos¢ - 030 089 025 043 009 054 042
bialka
ACP 0,30 - 046 027 046 0,11 007 042
ALP 089 046 - 0,17 041 001 049 041
SOD 025 027 017 - 029 008 -0,12 001
GPx 043 046 041 029 - 021 006 026
CAT 009 011 00l 008 -021 - 006 022
GSH 054 007 049 -0,12 006 006 - 036
MDA 042 042 041 001 026 022 036 -

W sezonie wiosenno-letnim najsilniejsze korelacje zauwazono migdzy VSL i VAP
oraz mi¢dzy LIN a STR. Odsetek plemnikow ruchliwych korelowat silnie dodatnio z PMOT
oraz VCL. Pozostate korelacje miaty umiarkowane wartosci (Tabela 4.21). Podczas sezonu
jesienno-zimowego, podobnie jak w sezonie wiosenno-letnim, bardzo silng korelacjg
zaobserwowano pomigdzy STR i LIN oraz silne pomiedzy TMOT a PMOT, a takze
pomiedzy VSL a VAP, STR i1 LIN. Silne korelacje wystgpowaty rowniez pomiedzy VCL
a warto$ciami parametrow STR i LIN plemnikéw (Tabela 4.22).
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Tabela 4.21 Wartosci wspotczynnikow  korelacji
plemnikéw w sezonie wiosenno-letnim

pomigdzy wybranymi parametrami ruchu

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
TMOT - 0,82 0,37 0,14 0,77 037 032 -0,60 -0,52
PMOT 0,82 - 0,28 0,11 063 0,14 047 -046 -0,44
VAP 0,37 0,28 - 095 0,68 -006 -0,16 021 0,40
VSL 0,14 0,11 0,95 - 0,44 -021 -0,29 049 0,64
VCL 0,77 0,63 0,68 0,44 - 0,38 0,28 -0,51 -0,39
ALH 0,37 0,14 -0,06 -0,21 0,38 - 0,05 -0,42 -0,55
BCF 0,32 047 -0,16 -0,29 0,28 0,05 - -0,55 -0,55
STR -0,60 -046 021 049 -0,51 -0,42 -0,55 - 0,94
LIN -0,52 -0.44 040 064 -039 -0,55 -0,55 0,94 -

Tabela 4.22 Wartosci wspotczynnikow  korelacji

plemnikéw w sezonie jesienno-zimowym

pomigdzy wybranymi parametrami ruchu

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
TMOT - 0,7 -0,06 -0,51 0,66 041 0,13 -0,67 -0,65
PMOT 0,75 - 0,07 -0,15 0,22 0,20 -0,10 -0,20 -0,19
VAP -0,06 0,07 - 0,79 -0,04 -0,28 0,05 034 047
VSL -0,51 -0,15 0,79 - -0,54 -0,61 -0,04 083 0,88
VCL 0,66 0,22  -0,04 -0,54 - 0,62 048 -0,80 -0,87
ALH 0,41 0,20 -0,28 -0,61 0,62 - -0,02 -0,66 -0,69
BCF 0,13 -0,10 0,05 -0,04 048 -0,02 - -0,15 -0,31
STR -0,67 -0,20 0,34 0,83 -0,80 -0,66 -0,15 - 0,95
LIN -0,65 -0,19 047 0,88 -0,87 -0,69 -031 0,95 -

Odsetek plemnikéw apoptotycznych byt

silnie ujemnie skorelowany z odsetkiem

plemnikéw zywych w obu sezonach. Poza tym wystepowaty liczne stabe 1 umiarkowane

zaleznosci pomigdzy parametrami biologicznymi charakteryzujacymi plemniki (Tabela

4.23, Tabela 4.24). W sezonie wiosenno-letnim Kkoncentracja plemnikow korelowata

z odsetkiem plemnikow apoptotycznych oraz zywych. PMI byla skorelowana z odsetkiem

plemnikéow zywych oraz MMP, ktéra z kolei miata wplyw na odsetek plemnikow

generujacych NO (Tabela 4.23). Podczas sezonu jesienno-zimowego odsetek plemnikow

nekrotycznych byt skorelowany z odsetkiem plemnikow apoptotycznych i zywych (Tabela

4.24).
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Tabela 4.23 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biologicznymi
plemnikéw w sezonie wiosenno-letnim

Koncen.terwJa PMI MMP NO Plf:mnlkl Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne
Koncentracja - 011 015 012 035 -0,41 0,13
plemnikow
PMI 0,11 - 0,56 0,10 0,35 -0,25 -0,27
MMP 0,15 0,56 - -0,33 0,28 -0,21 -0,18
NO 0,12 0,10 -0,33 - 0,14 -0,07 -0,18
Plemniki Zzywe 0,35 0,35 0,28 0,14 - -0,92 -0,20
Plemniki -
apoptotyczne -0,41 0.25 -0,21  -0,07 -0,92 - -0,19
Plemniki -
nekrotyczne 0,13 027 -0,18  -0,18 -0,20 -0,19 -

Tabela 4.24 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biologicznymi

plemnikéw w sezonie jesienno-zimowym

Koncen.trzrlqa PMI MMP NO Plf!mlllkl Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne
Koncentracja -
plemnikéw - 0,20 -0,06 0,24 0,26 -0,24 -0,26
PMI 0,20 - 0,18 0,21 0,21 -0,20 -0,16
MMP -0,06 0,18 - 0,30 0,41 -0,41 -0,20
NO -0,24 0,21 0,30 - 0,40 -0,41 -0,07
Plemniki zywe 0,26 0,21 0,41 0,40 - -0,99 -0,49
Plemniki -
apoptotyczne -0,24 -0,20  -0,41 0,41 -0,99 - 0,38
Plemniki -
nekrotyezne -0,26 -0,16  -0,20 0.07 -0,49 0,38 -

W sezonie jesienno-zimowym zaobserwowano umiarkowanie silng dodatnig

korelacj¢ miedzy aktywnosciami SOD i GPX oraz silng pomiedzy aktywnoscia CAT

i zawartoscia GSH w plemnikach. Natomiast w sezonie wiosenno-letnim zadna

z wystepujacych korelacji nie byta statystycznie istotna (Tabela 4.25, Tabela 4.26).

Tabela 4.25 Wartosci  wspotczynnikow  korelacji

biochemicznymi plemnikow w sezonie wiosenno-letnim

pomigdzy  wybranymi

SOD GPx CAT GSH MDA
SOD - 0,48 -0,15 -0,11 -0,49
GPx 048 - 0,49 0,08 -0,12
CAT -0,15 0,49 - 0,15 -0,07
GSH -0,11 0,08 0,15 - 0,04
MDA -0,49 -0,12 -0,07 0,04 -

parametrami
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Tabela 4.26 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plemnikéw w sezonie jesienno-zimowym

SOD GPx CAT GSH MDA

SOD - 0,43 0,20 0,19 -0,15
GPx 0,43 - -0,12 0,14 -0,01
CAT 0,20 -0,12 - 0,71 -0,23
GSH 0,19 0,14 0,71 - 0,03

MbA -0,15 -0,01 -0,23 0,03 -

Analizujac zaleznosci wystepujace pomiedzy parametrami biochemicznymi plazm
nasienia a parametrami ruchliwosci plemnikéw zanotowano wystepowanie umiarkowanie
silnych  Kkorelacji. Podczas sezonu wiosenno-letniego TMOT byl powigzany
z aktywnos$ciami SOD oraz GPX. Aktywnos¢ drugiego wspomnianego enzymu korelowata
z PMOT. Poza tym VCL skorelowana byta z zawarto$cig biatka, a STR z aktywno$cig ACP
i zawartoscig MDA (Tabela 4.27). Znacznie wigcej zaleznosci zaobserwowano w probach
pochodzacych z sezonu jesienno-zimowego. TMOT byt skorelowany z zawartos$cig biatka,
aktywnoscig fosfataz, GPx i zawartosciag MDA. Ponadto aktywnos¢ ACP byta skorelowana
z PMOT, VSL, VCL, STR i LIN. Pozostate zalezno$ci wystepujace w sezonie jesienno-

zimowym zaznaczono w Tabeli 4.28.

Tabela 4.27 Wartosci  wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami ruchliwosci plemnikéw w sezonie wiosenno-letnim

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
Zawarto$¢ biatkka  -0,26 -022  -043 -0,32 -0,58 -0,02 -0,05 0,07 0,01

ACP 0,22 0,38 -043 -048 -0,14 -0,31 0,35 -0,51 -047
ALP -0,12 -0,16 -0,48 -0,42 -0,50 -0,09 -0,06 -0,13 -0,17
SOD 0,59 0,39 0,07 -0,02 0,23 0,10 -0,03 -033 -0,26
GPx -0,55 -0,64 -0,31 -0,21 -0,48 0,06 -0,23 0,13 0,08
CAT 0,42 0,27 037 0,28 046 0,24 -024 -0,03 -0,02
GSH -0,06 0,04 -0,07 -0,05 -0,22 -0,19 041 0,03 0,12
MDA 0,37 048 -0,26 -0,34 0,02 -0,03 039 -051 -042

Tabela 4.28 Wartosci  wspotczynnikow — korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami ruchu plemnikéw w sezonie jesienno-zimowym

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
Zawarto$¢ biatka  -0,42 -0,28 0,14 0,24 -0,23 0,04 -0,25 0,23 0,25

ACP -0,45 -0,36 0,20 040 -0,39 -0,25 -0,18 0,46 0,50
ALP -0,41 -0,24 0,16 0,29 -0,31 -0,03 -0,23 0,29 0,34
SOD -0,27 0,04 0,09 029 -035 -0,23 -0,03 0,40 0,37
GPx -0,38 -0,38 0,09 0,21 -023 -0,13 -0,28 0,24 0,25
CAT -0,01 0,14 030 030 -0,02 -0,01 -0,19 0,23 0,24
GSH 0,05 0,01 0,09 -007 021 024 -0,06 -0,18 -0,16
MDA -0,37 -0,25 0,15 0,29 -0,16 -0,09 -0,04 0,36 0,28
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W sezonie WL wykazano ujemne korelacje pomiedzy koncentracjg plemnikow
a zawartos$cig biatka i aktywno$cig ACP, pomiedzy PMI a zawartoscia GSH oraz pomig¢dzy
odsetkiem plemnikow generujgcych NO a aktywno$cig ACP i zawartoscig MDA w plazmie
nasienia (Tabela 4.29). Podczas sezonu jesienno-zimowego zarowno zawartos¢ biatka jak i
aktywnos¢ ALP w plazmie byly skorelowane z koncentracja plemnikow. Aktywnos¢ ALP
wydawata si¢ by¢ powigzana z odsetkiem plemnikow generujacych NO oraz odsetkiem
plemnikow zywych i1 apoptotycznych. Z kolei zawartos¢ GSH w plazmach skorelowana byta

z liczbg plemnikoéw zywych i apoptotycznych, a zawartos¢ MDA z PMI (Tabela 4.30).

Tabela 4.29 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biologicznymi plemnikow w sezonie wiosenno-
letnim

Koncen.trzrlcja PMI  MMP NO Plgmniki Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne  nekrotyczne

Zawartost -0,56 0,15 013 0,16  -0,40 0,30 0,14
bialka

ACP -0,50 0,10 0,33 -0,54 -0,09 0,24 -0,39

ALP -0,42 -0,15  -0,05 -0,09 -0,37 0,33 -0,01

SOD 0,25 0,02 -0,08 -0,13 0,41 -0,24 -0,27

GPx -0,21 0,02 -0,02 0,20 -0,47 0,31 0,25

CAT 0,39 0,25 0,08 -0,25 0,30 -0,29 0,06

GSH -0,19 -0,69  -0,09 0,06 -0,17 0,23 -0,20

MDA -0,15 -0,09 0,39 -0,62 0,09 0,09 -0,39

Tabela 4.30 Wartosci wspotczynnikow — korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biologicznymi plemnikow w sezonie jesienno-
zimowym

Koncen.tra’lcja PMI  MMP NO Plf:mniki Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne  nekrotyczne

Zawartos¢ 0,53 026  -029 -0,13  -0,51 0,48 0,43
bialka

ACP -0,04 -0,28  -0,26 -0,53 -0,38 0,37 0,24

ALP -0,42 -0,32  -0,19 -0,16 -0,51 0,47 0,50

SOD -0,12 -0,03  -0,17 -0,18 -0,01 0,00 0,12

GPx -0,25 -0,25 0,01 -0,30 -0,24 0,24 0,15

CAT -0,01 0,20 -0,26 0,21 -0,05 0,05 0,06

GSH -0,30 0,01 0,00 -0,04 -0,40 0,39 0,28

MDA -0,16 -0,35  -0,20 -0,07 -0,12 0,12 0,09

Dla sezonu wiosenno-letniego charakterystyczne byly zalezno$ci wystepujace
pomiedzy aktywno$cig SOD w plemnikach a zawartos$cig biatka oraz aktywnoscig ALP,
GPx i CAT w plazmach nasienia. Zawartosci GSH w plazmie i plemnikach byly ze soba
umiarkowanie skorelowane (Tabela 4.31). Natomiast w sezonie jesienno-zimowym
wykazano dodatnie korelacje pomig¢dzy aktywnoscig CAT oraz zawartoScig GSH w

plemnikach a zawartoscig biatka catkowitego oraz aktywno$ciami obu fosfataz w plazmie
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nasienia. Oprocz tego w omawianym ptynie aktywno$¢ CAT w plemnikach skorelowana
byla z zawartoscia GSH. Ponadto wykazano zaleznosci pomigdzy zawartosciami MDA i
GSH oraz aktywnoscig SOD w plemnikach a zawartoscig biatka catkowitego w plazmach

nasienia (Tabela 4.32).

Tabela 4.31 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biochemicznymi plemnikéw w sezonie wiosenno-

letnim

Plemniki
SOD GPx CAT GSH MDA
Zawartos¢ biatkka 0,68 042 0,03 0,36 -0,33

ACP 041 041 043 0,09 -0,17
- ALP 0,60 0,22 -0,04 0,18 -0,20
E SOD -0,37 -0,30 0,08 0,37 0,38
n—‘: GPx 0,60 -0,01 -0,33 0,03 -041
CAT -0,51 -045 -0,11 0,03 0,27
GSH -0,08 0,35 0,05 0,54 049
MDA 0,10 029 034 035 033

Tabela 4.32 Wartosci  wspotczynnikow  korelacji  pomigdzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biochemicznymi plemnikow w sezonie jesienno-

zimowym
Plemniki
SOD GPx CAT GSH MDA

Zawarto$¢ biatka 042 033 041 041 -0,23

ACP -0,23 -0,16 0,38 0,35 -0,09
- ALP 0,30 0,30 047 048 -0,23
E SOD 0,18 -0,06 0,09 0,15 -0,12
E GPx 0,15 -0,08 0,07 0,27 0,00
CAT 0,04 0,24 -0,07 -0,06 -0,05
GSH 0,09 0,14 047 0,25 -0,40
MDA 0,13 -0,05 0,26 0,05 -0,23

4.3. Analiza parametrow biologicznych plazm i plemnikéw z nasienia bialego

| Z6ttego w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

4.3.1. Zawarto$¢ bialka calkowitego w plazmach bialego i zéltego nasienia

indorow w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

Zarbwno w sezonie wiosenno-letnim jak i jesienno-zimowym S$rednia zawarto$¢
biatka w plazmie nasienia indorow z YSS byla ponad dwukrotnie wyzsza od zawarto$ci
biatka w plazmach biatych. Wykazano statystycznie istotnie wyzsza zawartos¢ biatka
catkowitego w plazmach w sezonie jesienno-zimowym bez wzgledu na rodzaj nasienia.
W sezonie wiosenno-letnim $rednia zawartos¢ biatka w plazmie dla nasienia biatego

71



wynosita 6,24 mg/ml a dla nasienia z YSS 15,72 mg/ml. Natomiast w sezonie jesienno-

zimowym odpowiednio 8,55 mg/ml i 19,31 mg/ml (Wykres 4.3).

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00 B
6,00
4,00 1
2,00 | 624
0,00

8,55

Biale Zolte Biale Zélte

Wiosenno-letni Jesienno-zimowy

A, B — Roznice statystycznie wysoko istotne (p <0,01)
a, b - Roznice statystycznie istotne (p < 0,05)

Wykres 4.3 Zawarto$¢ biatka catkowitego W plazmach z biatego i zottego nasienia w sezonie
wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

4.3.2. Parametry biochemiczne plazm z bialego i zéltego nasienia indoréw

w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

W sezonie wiosenno-letnim plazmy nasienia zottego charakteryzowaty si¢ wyzszymi
aktywnos$ciami ALP i GPx, natomiast w sezonie jesienno-zimowym aktywnoscia fosfataz,
GPx oraz zawartosciami GSH i MDA w stosunku do plazm z nasienia biatego z tego samego

okresu (Tabela 4.33).

Tabela 4.33 Parametry biochemiczne plazm z biatego i z6ttego nasienia w sezonie wiosenno-letnim
i jesienno-zimowym. Warto$ci przedstawiono jako $rednie arytmetyczne + SEM

Sezon Wiosenno-letni Jesienno-zimowy
Rodzaj Biale Zolte Biale Zolte
nasienia

Aktywnos$¢
ACP [U]
Aktywnos$¢
ALP [U]
Aktywnos$¢
SOD [U/ml]
Aktywnos¢
GPx [U/ml]
Aktywnos¢
CAT 55,60 + 15,68 37,87 + 16,96 20,19 £ 3,17 23,24 £ 4,88
[pM/min/ml]
Zawarto$é
GSH [uM]
Zawarto$é
MDA [pM]
A B _ Roznice statystycznie wysoko istotne (p < 0,01)
b _ Réznice statystycznie istotne (p < 0,05)

345433 +788,49 6004,01 +134832 7842,88+1577,19®  16169,20+1927,424

23,55+2,11° 59,94 +£5,97 4 2734 +2.88B 87,83 £4,54 4

1,06 + 0,21 1,03+0,17 2,49+0,11 2,61+0,11

0,48 +0,09 B 0,89 +0,104 0,36+0,02° 0,46 £0,04 *

594,28 £76,00 673,09 £+ 87,05 396,10 +35,02 ® 670,43 + 54,59 A

13,51 + 3,81 16,17 £ 2,36 10,10 +1,90 B 21,11 +£3,174

72



4.3.3. Wybrane parametry biologiczne plemnikéw pochodzacych z nasienia

bialego i zéltego w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

W sezonie wiosenno-letnim w ejakulatach pozyskanych od indoréw z YSS
wyzszymi warto$ciami charakteryzowaly si¢ STR i LIN. Z kolei w sezonie jesienno-
zimowym plemniki z nasienia biatego odznaczaty si¢ wyzszymi warto§ciami TMOT i BCF.
Koncentracja oraz odsetek plemnikéw zywych mierzonych za pomocg YO-PRO/PI byty
istotnie wyzsze w plemnikach z nasienia biatlego zarowno w sezonie wiosenno-letnim jak
I jesienno-zimowym. Odwrotng zalezno$¢ mozna bylo zauwazy¢ w odsetku plemnikow
apoptotycznych, ktorego wyzsze poziomy notowano w plemnikach pochodzacych z z6itych
ejakulatow obydwu sezonow. Plemniki z biatego 1 z6ttego nasienia rdznity si¢ statystycznie
istotnie pod wzglgdem integralnosci blon komorkowych w rejonie akrosomowym w sezonie
jesienno-zimowym oraz funkcjonalno$ci mitochondriow w sezonie wiosenno-letnim.
W obydwu przypadkach omawiane parametry biochemiczne plemnikow z biatych
ejakulatow byty wyzsze. Liczba plemnikoéw nekrotycznych roznita sig statystycznie wysoko
istotnie pomigdzy plemnikami z biatego i zottego nasienia w sezonie jesienno-zimowym,
z przewagg dla plemnikéw od indoréw z YSS. Ponadto wykazano statystycznie istotne
roznice w aktywno$ci SOD w okresie wiosenno-letnim i CAT w okresie jesienno-zimowym
pomiedzy dwiema grupami plemnikow. W obydwu przypadkach aktywnos$¢ enzymow
antyoksydacyjnych byta wyzsza w plemnikach pochodzacych z zottych ejakulatow (Tabela
4.34).
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Tabela 4.34 Parametry biologiczne plemnikdéw pochodzacych z nasienia biatego i zottego w sezonie
wiosenno-letnim i jesienno-zimowym. Warto$ci przedstawiono jako srednie arytmetyczne £+ SEM

Sezon Wiosenno-letni Jesienno-zimowy
Rodzaj nasienia Biale Zolte Biale Zolte
TMOT [%] 70,98 £4,60  62,04+479 66,30 538" 45,90 +5,37"
PMOT [%] 3420+3,76  32,88+4,62  3608+298 31,08 +2.79
VAP [um/s] 83,41+ 1,81  82,60+£256  72,90+0,77 74,17+ 1,11
VSL [um/s] 7417205  76,12+£256 6020+ 1,09  63,25+2,02
VCL [um/s] 111,57+2,20 104,48 +£2,95 11433+227 108,16+ 1,87
ALH [pm] 3,63+0,10 3,48+ 0,13 3,63 £ 0,09 3,86 £0,22
BCF [Hz] 14,60+0,99  1331+0,83 20,18+0,61° 16,62+1,90°"
STR [%] 88,32+ 1,027 91,44+0,74* 81,50+0,11 8420+ 1,73
LIN [%] 68,88+ 1,727  7424+1,80° 56,80+1,63 61,80 + 1,99
Koncentracja 3,840,204  2,12+0,17%  3,20+0,124  2,34+0,20®
plemnikow [x10°]
Integralnos¢ blon 86,43+£1,00  8245+190 8523+121* 79,40+2,73"
komorkowych [%]
Funkcjonalnosc 84,81+ 1,30* 79,81 +1,84" 8283+1,53  77,00+2,07
mitochondriow [%]
Odsetek plemnikow 533244090  5125+£3,96  33,77£4,559 2620567
generujacych NO [%]
Odsetek plemnikow ¢, o), g 964  7601+085% 89,14+ 1445 7478+ 131"
zywych [%]
Odsetek plemnikow ) 1g . | og8 202640714 1038+ 144% 2295+1,174
apoptotycznych [%]
Odsetek plemnikéw B A
nekrotycunych [%] 3,67+0,52 3,73+031  048+0,17 2,27 +0,35
Aktywnos¢ SOD b a
(U10° plem] 0,43 + 0,08 1,20 0,25 0,42 + 0,05 0,57 + 0,06
AL (L 72,58+ 1328 171,71 +50,92 107,60+ 16,81 166,00 + 37,52
[U/10° plem.]
Aktywno$é CAT B A
(AM/min/10° plem.] 5,64 + 3,05 6,90 £4,56  0,67+0,11 5,10 + 2,65
S 67,29+ 14,52 12627 +38,75 90,96+ 6,85 144,89 2427
[pM/10° plem.]
Zawartos¢ MDA
(uM/10° plem.] 19,77 £539  14,73+324  13,94+180 10,92+ 1,49

A B _ Roznice statystycznie wysoko istotne (p < 0,01)

b _ Réznice statystycznie istotne (p < 0,05)

4.3.4. Wspélczynniki korelacji dla wybranych parametréw plazm nasienia

| plemnikéw pochodzacych z bialego i zéltego nasienia w sezonach

wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

Plazmy z nasienia biatego w sezonie wiosenno-letnim cechowaly dodatnie

zalezno$ci pomiedzy zawartosciag MDA a aktywnoscia ACP oraz zawartoscia GSH.

Natomiast silna ujemna korelacja wystepowata pomiedzy aktywnos$cia GPX a zawarto$cia

MDA (Tabela 4.35). W plazmach zo6ttego nasienia wykazano roéwniez silng dodatnig

korelacje pomiedzy zawartoscig MDA a aktywnosciag ACP (Tabela 4.36). W sezonie
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jesienno-zimowym wystepowaty jedynie stabe lub umiarkowane korelacje. W plazmach
nasienia biatego wykazano zaleznosci pomiedzy aktywnoscia ALP i zawartoscig biatka
catkowitego oraz miedzy aktywnoscig ACP a aktywnoscig GPx (Tabela 4.37). Natomiast
W plazmach nasienia zottego podczas sezonu jesienno-zimowego skorelowane byty miedzy

sobg aktywnos¢ ALP i zawarto$¢ GSH (Tabela 4.38).

Tabela 4.35 Wartosci  wspétczynnikow — korelacji  pomigdzy wybranymi parametrami
biochemicznymi plazm nasienia biatego w sezonie wiosenno-letnim

ZawartoS¢  \-p ATP SOD GPx CAT GSH MDA
bialka
Zawartosc 20,19 020 004 022 033 029 -002
bialka
ACP -0,19 ~ 009 000 -066 0,17 069 0,76
ALP 0.20 009 - 064 -053 062 037 048
SOD 0,04 000 064 - -047 070 008 0,55
GPx 0,22 20,66 -0,53 -047 - -0.69 -045 -0,86
CAT 0.33 017 062 070 -069 - 016 059
GSH 0.29 069 037 008 -045 0,16 - 074
MDA -0,02 0,76 048 055 -0,86 059 074 -

Tabela 4.36 Wartosci  wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia zottego w sezonie wiosenno-letnim

ZawartoS¢  \ob  A1p SOD GPx CAT GSH MDA
bialka
Zawartosc 046 033 -003 043 -039 -048 0,56
bialka
ACP 0,46 - 061 050 -027 -023 -029 0,85
ALP 0.33 061 - 010 036 -039 -027 028
SOD 0,03 0,50 010 -  -033 041 -0,07 052
GPx 043 2027 036 -033 - -004 -040 -037
CAT 2039  -023 -039 041 -004 - -041 -033
GSH 2048  -029 -027 -007 -040 -041 -  -0,02
MDA 0,56 0,85 028 052 -037 -033 -0,02 -

Tabela 4.37 Wartosci  wspotczynnikow — korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia biatego w sezonie jesienno-zimowym

Zawartos¢  \p  A1p SOD GPx CAT GSH MDA
bialka
Zawartosc - 0,14 062 036 027 004 0,17 0,09
bialka
ACP -0.14 - 021 026 040 012 -024 025
ALP 0,62 021 - 024 034 -0,03 -0.12 -0.02
SOD 036 026 024 - 024 013 -0.19 -003
GPx 027 0,40 034 024 -  -031 -006 001
CAT 0,04 0,12 -0,03 013 -031 - 011 027
GSH 0.17  -024 -012 -019 -006 011 - 020
MDA 0,09 025 -0,02 -0,03 001 027 020 -
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Tabela 4.38 Wartosci  wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia zottego w sezonie jesienno-zimowym

ZawartoS¢  \-p A1p SOD GPx CAT GSH MDA
bialka
Zawartosc 0,04 0,16 0,00 -0,12 021 0,17 0,39
bialka
ACP 0,04 - 033 031 024 -0.10 -0,02 0,51
ALP 0,16 033 -  -0,15 -032 -044 069 051
SOD 0,00 031 -015 - 049 -027 -031 -0,06
GPx 20,12 024 -032 049 -  -011 -0,58 0,40
CAT 021 20,10 -044 -027 -0.11 - -036 -0,05
GSH 0,17 20,02 0,69 -031 -058 -036 - 0,04
MDA 0,39 051 051 -0,06 040 -0,05 004 -

W obu sezonach, niezaleznie od rodzaju nasienia, zaobserwowano silne korelacje
pomiedzy TMOT a PMOT i bardzo silne korelacje pomiedzy parametrami LIN a STR oraz
VSL a VAP z wyjatkiem plemnikow nasienia bialego z sezonu jesienno-zimowego, gdzie
korelacja byla stabsza (Tabela 4.39, Tabela 4.40, Tabela 4.41, Tabela 4.42).
Charakterystyczng zalezno$cig dla gamet w sezonie wiosenno-letnim byta korelacja migdzy
TMOT a VCL (Tabela 4.39, Tabela 4.40). Dla sezonu jesienno-zimowego byta to korelacja
pomiedzy VSL a STR z tym, Ze w nasieniu biatym korelacje byty silne, a w z6itych bardzo
silne (Tabela 4.41, Tabela 4.42). Plemniki pochodzace z biatego nasienia charakteryzowaty
si¢ zaleznoscia pomigdzy VSL a LIN (Tabela 4.39, Tabela 4.41). Plemniki z nasienia
pochodzacego od indoréw z YSS z sezonu WL wykazywaly specyficzng zaleznos$¢
pomigdzy VCL a VAP (Tabela 4.40). Najwiecej specyficznych korelacji wykazywaty
plemniki z nasienia biatego i sezonu JZ, gdzie BCF powiazane byto z VVSL, VCL, STRi LIN.
Poza tym silne zalezno$ci W wyzej wymienionym rodzaju nasienia obejmowaty VCL, STR
i LIN (Tabela 4.41). Z kolei gamety z nasienia zottego, pochodzace z tego samego sezonu,
wykazywaly korelacje miedzy VAP a STR i LIN oraz migdzy VSL a LIN (Tabela 4.42).

Tabela 4.39 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami ruchliwosci
plemnikéw z biatych ejakulatéw w sezonie wiosenno-letnim

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
TMOT - 0,79 026 -004 0,77 048 024 -0,60 -0,55
PMOT 0,79 _ 026 0,03 0,69 004 047 -048 -0,43
VAP 026 026 - 093 0,57 007 -037 036 050
VSL 004 003 093 - 026 -0,10 -0,50 0,66 0,77
VCL 0,77 0,69 057 026 - 042 023 -0,50 -0,41
ALH 048 004 007 -0,10 042 - -021 -030 -036
BCF 024 047 -037 -0,50 023 -021 - -0,60 -0,63
STR  -0,60 -048 036 066 -0,50 -030 -0,60 - 096
LIN -055 -043 0,550 0,77 -041 -036 -0,63 0,96 -
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Tabela 4.40 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami ruchliwosci
plemnikéw zottych ejakulatow w sezonie wiosenno-letnim

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

TMOT - 0,87 045 031 0,76 0,25 038 -0,57 -0,44
PMOT 0,87 - 0,29 0,17 062 021 0,50 -0,52 -047
VAP 0,45 0,29 - 098 0,77 -0,15 -0,01 0,15 0,39
VSL 0,31 0,17 0,98 - 0,62 -0,27 -0,08 0,35 0,57
VCL 0,76 0,62 0,77 0,62 - 0,33 0,28 -0,47 -0,28
ALH 0,25 0,21 -0,15 -0,27 0,33 - 0,27 -0,56 -0,68
BCF 0,38 0,50 -0,01 -0,08 0,28 0,27 - -0,42 -0,44
STR -0,57 -0,52 0,15 035 -047 -0,56 -0,42 - 0,94
LIN -0,44 -047 039 057 -0,28 -0,68 -0,44 0,94 -

Tabela 4.41 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami ruchliwosci
plemnikéw biatych ejakulatow w sezonie jesienno-zimowym

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

TMOT - 0,73 0,02 -0,50 0,66 061 0,00 -0,70 -0,64
PMOT 0,73 - 0,15 -0,09 0,20 0,31 -025 -0,18 -0,15
VAP 0,02 0,15 - 0,76 -0,01 -0,34 -0,04 0,22 0,39
VSL -0,50 -0,09 0,76 - -0,58 -0,75 -0,18 0,79 0,87

VCL 0,66 0,20 -0,01 -0,58 -

ALH 0,61 0,31 -0,34 -0,75 0,78 -
BCF 0,00 -0,25  -0,04 -0,18 0,57 0,33 - -0,33  -0,47
STR -0,70 -0,18 0,22 0,79 -0,89 -0,77 -0,33 - 0,95
LIN -0,64 -0,15 039 0,87 -090 -0,85 -0,47 0,95 -

0,78 0,57 -0,89 -0,90
0,33 -0,77 -0,85

Tabela 4.42 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami ruchliwosci
plemnikéw zottych ejakulatow w sezonie jesienno-zimowym

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

TMOT - 0,87 -033 -044 034 0,22 0,06 -041 -0,46
PMOT 0,87 - -0,32 -0,31 0,07 -0,01 0,01 -0,22 -0,24
VAP -0,33 -0,32 - 093 -0,01 -0,28 046 0,78 0,78
VSL -0,44 -0,31 0,93 - -0,24 -0,54 041 094 0,94
VCL 0,34 0,07 -0,01 -0,24 - 0,60 0,25 -0,28 -0,52
ALH 0,22 -0,01  -0,28 -0,54 0,60 - -0,31 -0,67 -0,68
BCF 0,06 0,01 0,46 041 025 -0,31 - 0,37 0,29
STR -0,41 -0,22 0,78 094 -0,28 -0,67 0,37 - 0,94
LIN -0,46 -0,24 0,78 094 -0,52 -0,68 029 0,94 -

Niezaleznie od sezonu oraz rodzaju nasienia odsetek plemnikéw apoptotycznych
W nasieniu jest silnie skorelowany z odsetkiem plemnikow zywych (Tabela 4.43, Tabela
4.44, Tabela 4.45, Tabela 4.46). W plemnikach z nasienia zo6ltego, pobranych w sezonie
jesienno-zimowym, wystepowata silna ujemna korelacja pomigdzy koncentracja
a odsetkiem plemnikow generujacych NO (Tabela 4.46). Wystepowaly takze korelacje na
poziomie stabym lub umiarkowanym. Plemniki pochodzace z nasienia bialego wykazywaty

korelacje pomigdzy MMP a odsetkiem plemnikow generujacych NO niezaleznie od sezonu
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(Tabela 4.43, Tabela 4.45). Charakterystyczne dla plemnikow z biatego nasienia w sezonie
WL byly zaleznosci pomiedzy koncentracja plemnikéw a PMI i MMP oraz pomiedzy
odsetkiem plemnikow nekrotycznych a PMI 1 odsetkiem plemnikow apoptotycznych
(Tabela 4.43). W przypadku plemnikéw z nasienia zotego z tego samego okresu wykazano
korelacje pomigdzy MMP a PMI oraz pomigdzy odsetkami plemnikéw zywych
I nekrotycznych (Tabela 4.44). W przypadku plemnikoéw biatych ejakulatow z sezonu
jesienno-zimowego wykazano korelacje pomiedzy MMP a odsetkami plemnikow zywych
I apoptotycznych. Podobnie byto w przypadku odsetka plemnikéw generujagcych NO, gdzie
wykazano korelacje z odsetkami plemnikow zywych i apoptotycznych. Ponadto odsetek

plemnikow apoptotycznych i zywych byly skorelowane (Tabela 4.45).

Tabela 4.43 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biologicznymi
plemnikéw biatych ejakulatow w sezonie wiosenno-letnim

Koncen.trzrlqa PMI  MMP NO Pl?mnlkl Plemniki Plemniki
plemnikow Zywe apoptotyczne nekrotyczne
Koncentracja - 0,40  -051 027 005 0,12 0,16
plemnikow
PMI -0,40 - 0,21 0,19 0,17 0,08 -0,49
MMP -0,51 0,21 - -0,66 0,07 0,09 -0,32
NO 0,27 0,19 -0,66 - 0,10 0,03 -0,23
Plemniki Zywe 0,05 0,17 0,07 0,10 - -0,87 -0,05
Plemniki 012 008 009 003 087 . 0,44
apoptotyczne
Plemniki 016 049 -032 023  -0,05 0,44 :
nekrotyczne

Tabela 4.44 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biologicznymi
plemnikéw zottych ejakulatow w sezonie wiosenno-letnim

Koncen.trz’lqa PMI  MMP NO Plf:mnlkl Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne
Koncentracja - 0,10 024  -008  -020 0,11 0,30
plemnikow
PMI 0,10 - 0,66 0,04 0,33 -0,34 -0,15
MMP 0,24 0,66 - -0,15 0,19 -0,20 -0,07
NO -0,08 0,04 -0,15 - 0,18 -0,17 -0,10
Plemniki Zywe -0,20 0,33 0,19 0,18 - -0,94 -0,60
Plemniki 0,11 034 020 017  -094 : 0,28
apoptotyczne
Plemniki 030 015 -007 010  -0,60 0,28 :
nekrotyczne
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Tabela 4.45 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biologicznymi
plemnikéw biatych ejakulatow w sezonie jesienno-zimowym

Koncen.tri’lqa PMI  MMP NO Pl?mnlkl Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne
Koncentracja : 008 034 028  -02 0,19 0,16
plemnikow
PMI -0,08 - 0,13 0,32 -0,01 0,00 0,11
MMP -0,34 0,13 - 0,36 0,37 -0,37 -0,05
NO -0,28 0,32 0,36 - 0,52 -0,52 -0,01
Plemniki zywe -0,21 -0,01 0,37 0,52 - -0,99 -0,04
Plemniki 0,19 0,00 -037 -0,52 0,99 - -0,07
apoptotyczne
Plemniki 0,16 011  -005 -001  -0,04 -0,07 -
nekrotyczne

Tabela 4.46 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy wybranymi parametrami biologicznymi
plemnikéw z6ttych ejakulatow w sezonie jesienno-zimowym

Koncen.trzrlqa PMI  MMP NO Pl?mnlkl Plemniki Plemniki
plemnikow Zywe apoptotyczne nekrotyczne

Koncentracja 1,00 037 006 -0,79 0,56 -0,59 -0,13
plemnikéow

PMI 0,37 1,00 -0,06 -0,29 -0,12 0,12 0,03

MMP 0,06 -0,06 1,00 -0,27 -0,34 0,33 0,17

NO -0,79 -0,29  -0,27 1,00 -0,57 0,60 0,13

Plemniki zywe 0,56 -0,12  -0,34 -0,57 1,00 -0,97 -0,52

Plemniki -0,59 0,12 033 060  -0,97 1,00 0,28
apoptotyczne

Plemniki 0,13 003 0,17 013  -0,52 0,28 1,00
nekrotyczne

Badajac korelacje pomigdzy parametrami biochemicznymi plemnikéw, bioraec pod

uwage zaroOwno wyodrebnione sezony jak i wystgpowanie syndromu zéttego nasienia,

wykazano w sezonie jesienno-zimowym silng ujemng korelacj¢ miedzy zawartoscig MDA

a aktywnoscig CAT oraz silng dodatnig korelacj¢ miedzy zawartoscia GSH a aktywnos$cia

CAT w nasieniu zottym (Tabela 4.50). Pozostate korelacje nie byly istotne statystycznie
(Tabela 4.47, Tabela 4.48, Tabela 4.49, Tabela 4.50).

Tabela 4.47 Wartosci

wspotczynnikdéw  korelacji

pomigdzy  wybranymi

biochemicznymi plemnikow biatych ejakulatow w sezonie wiosenno-letnim

SOD GPx CAT GSH MDA
SOD - 0,53 -0,39 0,04 -0,55
GPx 0,53 - 0,44 -0,17 -0,13
CAT -0,39 0,44 - -0,37 0,04
GSH 0,04 -0,17 -0,37 - 0,21
MDA -0,55 -0,13 0,04 0,21 -

parametrami
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Tabela 4.48 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plemnikow zottych ejakulatéw w sezonie wiosenno-letnim

SOD GPx CAT GSH MDA

SOD - 0,27 -0,21 -0,50 -0,66
GPx 0,27 - 0,57 -0,09 -0,01
CAT -0,21 0,57 - 0,27 -0,18
GSH -0,50 -0,09 0,27 - 0,13

MDA -0,66 -0,01 -0,18 0,13 -

Tabela 4.49 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plemnikoéw biatych ejakulatdéw w sezonie jesienno-zimowym

SOD GPx CAT GSH MDA

SOD - 0,36 -0,03 -0,18 -0,14
GPx 0,36 - 0,00 0,02 -0,04
CAT -0,03 0,00 - 0,32 0,22
GSH -0,18 0,02 0,32 0,36

MDA -0,14 -0,04 0,22 0,36 -

Tabela 4.50 Wartosci wspétczynnikow — korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plemnikoéw zottych ejakulatdéw w sezonie jesienno-zimowym

SOD GPx CAT GSH MDA

SOD - 0,48 0,23 0,59 0,06
GPx 0,48 - -0,48 0,03 0,42
CAT 0,23 -048 - 0,80 -0,77
GSH 0,59 0,03 0,80 - -0,50

MDA 0,06 0,42 -0,77 -0,50 -

Analizujac zalezno$ci pomigdzy parametrami biochemicznymi plazm a parametrami
ruchliwosci plemnikow, po uprzednim pogrupowaniu ich ze wzgledu na sezon oraz rodzaj
ejakulatu, zanotowano wystepowanie wielu istotnych korelacji. W sezonie wiosenno-letnim
w plemnikach z nasienia bialego zaobserwowano powigzanie pomiedzy aktywnosciag ALP
a ALH (Tabela 4.51). Natomiast w tym samym okresie w$rod plemnikow z zottego nasienia
wykazano wystepowanie bardzo silnej korelacji migdzy aktywnoscia ACP i STR oraz
silnych korelacji pomigdzy aktywnoscia ACP i LIN, aktywnoscig ALP i STR oraz
aktywnoscig GPx i BCF (Tabela 4.52). Podczas sezonu jesienno-zimowego silng korelacje
zaobserwowano pomiedzy aktywno$cig CAT a VAP z zoltych ejakulatow (Tabela 4.54).
W tym samym okresie wykazano dodatkowo wiele innych stabych lub umiarkowanych
korelacji. W nasieniu zottym wystepowaty takze korelacje miedzy aktywnoscig CAT
w plazmie a VSL, aktywnosciag ALP w plazmie a BCF oraz migdzy zawarto$cig biatka
catkowitego w plazmie a STR (Tabela 4.54). Z kolei w nasieniu bialym w sezonie JZ

wykazano zalezno$ci pomiedzy aktywnoscia ACP w plazmie a wartosciami TMOT, VCL,
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STR i LIN, migedzy aktywnoscig ALP a TMOT i LIN, miedzy aktywnoscia SOD a STR oraz

mie¢dzy zawartoscig GSH a VCL (Tabela 4.53).

Tabela 4.51 Wartosci

wspotczynnikéw  korelacji

pomigdzy  wybranymi

parametrami

biochemicznymi plazm nasienia a parametrami ruchliwosci plemnikow biatych ejakulatow
W sezonie wiosenno-letnim

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

Zawarto$¢ biatka 0,14 -0,33  -0,20 -0,22 -0,06 0,41 -0,30 -0,06 -0,11
ACP 0,00 043 0,11 -0,02 027 -043 0,50 -0,33 -0,18

ALP 0,71 044 0,14 -0,03 0,55 0,76 -0,22 -0,25 -0,28

SOD 0,59 0,18 -0,24 -0,27 -0,10 0,51 -0,22 -0,28 -0,28

GPx -0,38 -0,70 -0,34 -0,18 -047 0,04 -0,10 0,16 0,05

CAT 0,51 0,40 0,12 0,02 028 033 -0,27 -0,11 -0,11

GSH 0,40 0,37 -023 -0,39 033 0,15 048 -0,61 -048

MDA 0,47 0,55 -0,08 -0,23 0,24 0,04 031 -048 -035

Tabela 4.52 Wartosci  wspétczynnikow — korelacji  pomigdzy wybranymi  parametrami

biochemicznymi plazm nasienia a parametrami ruchliwo$ci plemnikow zottych ejakulatow
W sezonie wiosenno-letnim

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

Zawarto$¢ biatka  -0,04 0,08 -034 -043 0,06 045 0,02 -0,65 -0,59
ACP 0,62 0,55 -0,52 -0,64 0,11 -0,16 037 -0,90 -0,85

ALP 0,14 -0,13  -0,49 -0,59 -0,03 -0,08 -0,19 -0,74 -0,67

SOD 0,65 0,61 034 021 067 -048 039 -041 -023

GPx -0,58 -0,68 0,04 -0,01 0,13 046 -0,75 -0,13 -0,06

CAT 0,27 0,13 047 042 0,5 0,08 -0,24 0,13 0,12

GSH -0,33 -0,13 0,13 0,26 -0,50 -048 037 0,57 0,61

MDA 0,44 0,56 -0,41 -049 0,06 -0,08 0,66 -0,71 -0,64

Tabela 4.53 Wartosci  wspotczynnikow — korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami

biochemicznymi plazm nasienia a parametrami ruchliwo$ci plemnikow biatych ejakulatow
W Sezonie jesienno-zimowym

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

Zawarto$¢ biatkka  -0,34 -0,31 0,04 0,10 -0,08 -0,13 0,23 0,09 0,07
ACP -0,43 -0,38 0,15 0,39 -0,39 -0,38 -0,20 0,48 0,50

ALP -0,39 -0,25 0,21 0,38 -036 -0,36 0,07 038 0,40

SOD -0,25 0,09 006 029 -035 -025 -0,07 0,43 0,37

GPx -0,27 -0,37 0,13 0,17 -0,12 -0,15 0,06 0,15 0,17

CAT 0,11 0,24 0,17 0,12 0,04 -0,07 -0,13 0,06 0,09

GSH 0,27 0,12 0,09 -0,18 o042 028 0,15 -0,38 -0,33

MDA -0,31 -0,24 0,13 0,23 -0,15 -0,11 0,01 0,27 0,22
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Tabela 4.54 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami ruchliwo$ci plemnikow zottych ejakulatow
W sezonie jesienno-zimowym

TMOT PMOT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN
Zawartos¢ biatkka 0,09 0,26 0,55 0,59 0,10 -0,56 0,52 0,68 0,50

ACP 0,10 0,09 021 0,31 0,10 -032 048 031 0,27
ALP 0,36 0,13 -0,15s -0,16 047 -0,18 0,69 -0,04 -0,24
SOD -0,48 -0,60 032 040 -035 -0,34 025 0,34 042
GPx -0,49 -029 -0,18 0,11 -0,39 -0,29 -0,44 0,29 0,26
CAT -0,21 -0,10 0,73 0,69 -0,10 0,04 -0,13 0,59 0,64
GSH 0,45 0,20 -0,19 -0,32 040 -0,03 046 -027 -0,44
MDA -0,10 -0,02 0,07 0,24 0,34 -0,34 031 046 0,19

W nasieniu bialym z okresu wiosenno-letniego wykazano silne dodatnie korelacje
pomiedzy aktywnosciag SOD w plazmie a koncentracjg plemnikow oraz miedzy aktywnoscia
GPx a odsetkiem plemnikow generujacych NO (Tabela 4.55). Z kolei w nasieniu zottym
zawarto$¢ biatka catkowitego w plazmie silnie korelowata z PMI i MMP. Ponadto,
zawarto$¢ GSH bardzo silnie korelowata z PMI (Tabela 4.56). Podczas sezonu jesienno-
zimowego w plazmach z nasienia z6ltego zaobserwowano wystepowanie Silnej korelacji
miedzy aktywnoscia SOD a odsetkiem plemnikéw generujacych NO (Tabela 4.58).
W przypadku nasienia bialego stwierdzono wystgpowania umiarkowanych zaleznosci
miedzy aktywnos$cig ACP a odsetkiem plemnikow generujacych NO oraz aktywnoscig CAT
w plazmie a PMI (Tabela 4.57).

Tabela 4.55 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biologicznymi plemnikoéw bialych ejakulatow
W sezonie wiosenno-letnim

Koncen.trzrlcja PMI MMP NO Pl?mniki Plemniki Plemniki
plemnikow Zywe apoptotyczne nekrotyczne
Zawartose 0,17 0,11 024 014 029 -0,31 0,20
bialka
ACP -0,27 -0,26 0,62 -0,63 -0,05 0,21 -0,40
ALP 0,65 0,19 -0,18 0,02 0,51 -0,48 0,19
SOD 0,77 -0,06  -0,31 0,13 0,52 -0,32 -0,23
GPx -0,03 0,39 -0,50 0,73 -0,11 0,02 0,15
CAT 0,26 -0,24 0,20 -0,35 0,35 -0,20 -0,19
GSH 0,18 -0,15 0,23 -0,46 -0,03 0,05 -0,06
MDA 0,25 -0,36 0,35 -0,61 0,13 0,03 -0,32
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Tabela 4.56 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biologicznymi plemnikéw zoltych ejakulatow
W sezonie wiosenno-letnim

Koncen.trzrlcja PMI  MMP NO Plt.emniki Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne

Zawartost 0,18 048 081 072 023 0,18 0,03
bialka

ACP -0,39 0,35 0,19 -0,54 0,69 -0,05 -0,67

ALP 0,10 0,08 -0,21 -0,03 -0,02 0,38 -0,46

SOD -0,12 0,05 0,17 -0,47 0,39 -0,05 -0,36

GPx 0,48 0,17 0,24 -0,04 -0,64 0,18 0,45

CAT 0,42 0,43 0,00 -0,22 0,03 -0,45 0,53

GSH -0,28 -0,93 -0,36 0,61 -0,30 0,65 -0,49

MDA -0,46 0,16 0,49 -0,66 0,62 0,03 -0,70

Tabela 4.57 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biologicznymi plemnikéw bialych ejakulatow
W Sezonie jesienno-zimowym

Koncen.tra’lcja PMI MMP NO Pl?mniki Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne  nekrotyczne
Zawartos¢ 0,27 0,05 -005 009 0,14 0,12 0,17
bialka
ACP 0,26 -0,23 -0,17  -0,48 -0,21 0,20 0,10
ALP 0,04 0,02 0,05 0,10 0,12 -0,13 0,13
SOD -0,16 -0,02 -0,22  -0,13 0,02 -0,03 0,10
GPx -0,26 -0,08 0,19 -0,19 -0,09 0,11 -0,16
CAT 0,20 0,46 -0,11 0,23 0,14 -0,12 -0,14
GSH 0,07 0,35 0,12 0,09 0,01 0,00 -0,10
MDA 0,11 -0,16  -0,15 0,08 0,25 -0,24 -0,09

Tabela 4.58 Wartosci wspotczynnikow — korelacji  pomiedzy wybranymi  parametrami
biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biologicznymi plemnikoéw zoltych ejakulatow
W Sezonie jesienno-zimowym

Koncen.tra’lcja PMI  MMP NO Plc.amniki Plemniki Plemniki
plemnikow zywe apoptotyczne nekrotyczne
Zawartos¢ 0,31 0,09 003 045 032 0,52 0,54
bialka
ACP 0,11 0,05 0,00 -0,59 0,54 -0,44 -0,56
ALP -0,16 -0,35 0,57 -0,09 0,13 0,01 -0,51
SOD 0,31 0,01 0,37 -0,71 0,10 -0,20 0,28
GPx 0,37 -0,30 0,03 -0,48 0,39 -0,45 0,02
CAT -0,22 -0,12 -0,62 0,46 -0,10 0,08 0,09
GSH -0,47 -0,03 0,64 0,22 -0,56 0,64 -0,04
MDA 0,01 -0,41 0,24 -0,15 0,34 -0,17 -0,71

Aktywnos¢ SOD w plazmach z nasienia biatego, z sezonu wiosenno-letniego,
korelowata ujemnie z aktywnoscig GPx oraz dodatnio z zawartoscia MDA. Ponadto, w tym
samym rodzaju nasienia zauwazono zalezno$ci miedzy zawarto$ciami MDA w plazmach
I plemnikach (Tabela 4.59). W probach nasienia zottego z tego samego sezonu wykazano
korelacje pomiedzy zawartoscig biatka catkowitego w plazmach a aktywnoscia SOD

| zawarto$cig MDA oraz migdzy aktywnoscig CAT w plemnikach a aktywnos$cig GPx
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I zawartoscia MDA w plazmach (Tabela 4.60). Zawartos¢ GSH w plazmach z nasienia
z6ttego podczas sezonu jesienno-zimowego koreluje z aktywnoscig CAT i zawarto$cia
MDA w plemnikach, a aktywnos¢ ACP z GPx (Tabela 4.62). W nasieniu bialym nie
stwierdzono wystepowania silnych korelacji pomigdzy badanymi parametrami
biochemicznymi. Jedynymi wykazanymi zaleznos$ciami byly umiarkowanie silne ujemne
korelacje pomig¢dzy aktywnoscia ACP w plazmie a SOD w plemnikach oraz zawartoscia
MDA w plazmie a GSH w plemnikach (Tabela 4.61).

Tabela 4.59 Wartosci wspotczynnikow  korelacji  pomigdzy wybranymi parametrami

biochemicznymi plazm nasienia a parametrami biochemicznymi plemnikéw z biatych ejakulatow
W sezonie wiosenno-letnim

Plemniki
SOD GPx CAT GSH MDA
Zawartos¢ biatkka 0,03 -0,26 -0,28 0,39 -0,17

ACP 0,10 0,62 0,18 022 047
o ALP -0,41 -0,52 -0,45 0,64 0,51
E SOD -0,67 -0,74 -0,30 0,31 0,72
n—‘j GPx 0,32 0,02 -0,01 -0,53 -0,47
CAT -0,60 -0,57 -0,15 0,44 0,33
GSH 0,03 0,40 0,07 0,66 0,52
MDA -0,33 0,07 0,05 0,58 0,74

Tabela 4.60 Wartosci wspotczynnikéw korelacji pomigdzy parametrami biochemicznymi plazm
nasienia a parametrami biochemicznymi plemnikéw z zoéttych ejakulatow w sezonie wiosenno-

letnim
Plemniki
SOD GPx CAT GSH MDA

Zawarto$¢ biatka 0,73 0,13 0,12 -0,05 -0,88

ACP 0,25 025 05 -0,12 -0,67
o ALP 0,27 -0,29 -0,11 -0,36 -0,38
E SOD -0,47 -0,28 0,40 0,54 -0,27
F‘: GPx 0,39 -0,60 -0,76 -0,22 -0,25
CAT -0,53 -0,44 -0,07 0,01 0,13
GSH -0,35 0,32 0,02 0,52 0,65
MDA 0,18 045 0,71 0,29 -0,62
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Tabela 4.61 Wartosci wspotczynnikéw korelacji pomigdzy parametrami biochemicznymi plazm
nasienia a parametrami biochemicznymi plemnikéw z biatych ejakulatow w sezonie jesienno-

zimowym

Plemniki

SOD GPx CAT GSH MDA

Zawartos¢ biatkka 0,37 0,21 -0,28 -0,07 -0,18
ACP -045 -020 0,02 0,106 0,02

> ALP 0,24 038 -030 0,29 -0,11
E SOD 0,23 -0,01 -0,05 0,15 -0,10
E GPx 0,13 -0,19 0,08 0,30 -0,02
CAT -0,12 0,08 0,10 -0,21 -0,09

GSH -0,14 0,04 -0,19 -0,34 -0,33

MDA 0,05 -0,19 -0,12 -0,44 -0,22

Tabela 4.62 Wartosci wspotczynnikow korelacji pomiedzy parametrami biochemicznymi plazm
nasienia a parametrami biochemicznymi plemnikéw z zottych ejakulatow w sezonie jesienno-

zimowym

Plemniki

SOD GPx CAT GSH MDA

Zawartos¢ biatkka 046 026 038 043 -0,05
ACP -0,26 -0,74 0,54 0,26 -0,33

> ALP -0,43 -0,53 049 0,06 -0,64
E SOD -0,31 -0,52 0,36 025 -0,25
E GPx -0,19 -0,21 -0,22 -0,07 0,58
CAT 043 047 -0,38 -0,13 0,43

GSH 0,17 -0,17 0,72 0,54 -0,77

MDA -0,20 -0,24 0,16 0,12 0,04
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4.4. Analiza elektroforegraméw fosfoprotein izolowanych z plazm nasienia bialych
i zoéltych ejakulatéw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym
uzyskanych metodami Native-PAGE, Tricine-PAGE, oraz Urea-PAGE

Analiza fosfoproteomow plazm nasienia metoda Native-PAGE wykazala obecnos¢
frakcji biatkowych niezaleznie od rodzaju nasienia i sezonu. Byly to frakcje odpowiadajace
masom czasteczkowych 140, 123, 72 i 66 kDa (Rycina 4.1, Rycina 4.2). W profilach
fosfoproteomicznych plazm nasienia biatego w obu wyrdznionych sezonach (Rycina 4.1)
wykazano obecnos$¢ 21 frakcji biatkkowych. We wszystkich probach wykazano obecnos¢
bialek o masach odpowiadajacych 170, 140, 123, 72, 66, 53, 40, 38, 27, 23 oraz 15 kDa.
Charakterystycznymi dla sezonu wiosenno-letniego plazm biatych byty biatka o masach 35
(J), 28 (M) i 8 kDa (U) a dla jesienno-zimowego 108 (D), 18 (Q) i 14 kDa (S) (Tabela 4.63).
Z kolei analiza fosfoproteomow plazm nasienia zottego (Rycina 4.2) wykazata obecnos¢ 19
frakcji biatkowych. Wszystkie badane plazmy zawieraty biatka o masach odpowiadajacych
209, 140, 123, 108, 72, 66, 50, 30, 11 i 8 kDa. Charakterystyczne dla sezonu wiosenno-
letniego byty biatka o masach 87 (E), 38 (J), 23 (O) i 14 kDa (Q). Nie wykazano istnienia
bialek charakterystycznych dla sezonu jesienno-zimowego w profilach plazm nasienia
z6ttego (Tabela 4.64). Frakcje biatkowe o masach 38 i 23 kDa byly obecne podczas sezonu
wiosenno-letniego niezaleznie od rodzaju nasienia, jednak wystepowaly rowniez
w fosfoproteomach plazm nasienia bialego w sezonie jesienno-zimowym (Rycina 4.1,
Rycina 4.2, Tabela 4.63, Tabela 4.64). Frakcjami specyficznymi dla plazm pochodzacych
z nasienia biatego byly biatka o masach odpowiadajacych 170 (A), 53 (G), 40 (H), 28 (M),
27 (N) oraz 15 kDa (R) (Rycina 4.1, Tabela 4.63), a dla plazm z nasienia zottego byle te
o masach 209 (A), 75 (F) oraz 50 kDa (I) (Rycina 4.2, Tabela 4.64). Biatkami
wystepujacymi jedynie w plazmach nasienia zéttego sezonu wiosenno-letniego byty te o
masach 87 (E), 32 (L) oraz 14 kDa (Q) (Rycina 4.1, Tabela 4.63), a w plazmach z nasienia
biatego biatka — 35 (J) oraz 28 kDa (M) (Rycina 4.2, Tabela 4.64).
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Rycina 4.1 Profil fosfoprotein wybranych plazm nasienia biatlego w sezonach wiosenno-letnim
i jesienno-zimowym uzyskanych metodg Native-PAGE
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Rycina 4.2 Profil fosfoprotein wybranych plazm nasienia zottego w sezonach wiosenno-letnim
i jesienno-zimowym uzyskanych metoda Native-PAGE
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Tabela 4.63 Porownanie profili biatkowych wybranych plazm biatego nasienia indorow w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskanych metoda
Native-PAGE

Masy czasteczkowe [KDa]
A B C D E F G H | J K L M N ®) P Q R S T U
Lp. 170 140 123 108 72 66 53 40 38 35 32 30 28 27 26 23 18 15 14 11 8
2BW + + + - + + + + + + - + + + - + - + - + -
8B WL + + + - + + + + + + + - + + + + - + - - +
22B JZ + + + + + + + + + - - + - + - + - + +
30B JZ + + + - + + + + + - + + - + + + + + + + -

Tabela 4.64 Poroéwnanie profili biatkowych wybranych plazm zoéttego nasienia indorow w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskanych metoda
Native-PAGE

Masy czasteczkowe [kKDa]

A B C D E F G H | J K L M N @) P Q R S

Lp. 209 140 123 108 87 75 72 66 50 38 35 32 30 26 23 18 14 11 8
2Z\WN + + + + + + + + + - - + + + - - + + +
4Z WL + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
16Z WL + + + + - - + + + + - + + + + - + + +
18Z WL + + + + - - + + + - - + + - - - + + +
2712 )Z + + + + - + + + + - - + + + - - - + +
31237 + + + + - + + + + - - - + + - - - + +
3472 37 + + + + - + + + + - - - + + - - - + +
35237 + + + + - + + + + - - - + + - - - + +
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Wykorzystanie metody Tricine-PAGE (Rycina 4.3, Rycina 4.4) pozwolilo na
wykazanie, ze frakcje o masach 75, 67, 38, 25, 15, 13 oraz 10 kDa wystepuja we wszystkich
probach niezaleznie od rodzaju nasienia i sezonu (Tabela 4.65, Tabela 4.66). Profile plazm
biatego nasienia zawieraly 33 frakcje biatkowe. Wszystkie profile niezaleznie od sezonu
wykazywaty obecno$¢ biatek o masach 104, 87, 75, 67, 62, 38, 35, 32, 25, 18, 15, 13, 12
oraz 10 kDa. Frakcje o masach 98 (G), 45 (0), 37 (Q), 30 (T), 22 (W) i 17 kDa (Y) byty
charakterystyczne dla plazm biatego nasienia w sezonie wiosenno-letnim. Podczas sezonu
jesienno-zimowego wykazano obecnos¢ jednego takiego biatka o masie 48 kDa (N) (Rycina
4.3, Tabela 4.65). W profilach fosfoproteomicznych plazm zoéttego nasienia wykazano
obecno$¢ 20 frakcji biatkowych, z czego we wszystkich probach bylo obecne 13 z nich. Byty
to fosfoproteiny o masach 209, 176, 128, 75, 67, 43, 38, 28, 25, 20, 15, 13 i 10 kDa.
Charakterystyczne dla tej grupy podczas sezonu wiosenno-letniego jest biatko o masie 147
kDa (C), dla sezonu jesienno-zimowego biatko o masie 24 kDa (M) (Rycina 4.4, Tabela
4.66). Frakcje o masach 220 (A), 154 (C), 104 (E), 100 (F), 98 (G), 62 (K), 49 (M), 48 (N),
35 (R), 32 (S), 30 (T), 18 (X), 12 (AB), 11 (AD), 9 (AE) oraz 5 kDa (AG) byly specyficzne
dla plazm biatego nasienia. W przypadku plazm zoéltego nasienia specyficzne byly frakcje
0 masach 176 (B), 128 (D), 43 (1), 24 (M) i 20 kDa (O). Frakcje biatkowe o masach 28 i 17
kDa wystepowaly w profilach plazm nasienia zottego bez wzglgdu na okres oraz w plazmach
nasienia biatego w sezonie wiosenno-letnim (Rycina 4.3, Rycina 4.4, Tabela 4.65, Tabela
4.66). Frakcjami biatkowymi wystepujacymi jedynie w profilach plazm pochodzacych
Z biatego nasienia w sezonie wiosenno-letnim byty te o masach 45 (O), 37 (Q) oraz 30 kDa
(T). Natomiast w plazmach tego samego rodzaju w sezonie jesienno-zimowym wystepowato
jedno charakterystyczne biatko o masie 48 kDa (N) (Rycina 4.3, Tabela 4.65).
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Rycina 4.3 Profil fosfoprotein wybranych plazm nasienia biatego w sezonach wiosenno-letnim
i jesienno-zimowym uzyskanych metoda Tricine-PAGE
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Rycina 4.4 Profil fosfoprotein wybranych plazm nasienia zoéttego w sezonach wiosenno-letnim
i jesienno-zimowym uzyskanych metoda Tricine-PAGE
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Tabela 4.65 Porownanie profili biatkowych Tricine-PAGE wybranych plazm bialego nasienia indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

Masy czgsteczkowe [kDa

A B C D E F |G H|I|J| K| LIM|N|O|P|Q|R|S|T|U|V |W|X|Y| Z |AA|AB | AC | AD | AE
Lp. | 220 | 209 | 154 | 147 [ 104 | 100 | 98 | 87 | 75 | 67 | 62 | 50 [ 49 |48 |45 |38 |37 (3532 (30|28 (25|22 |18 |17 |15 | 13 | 12 | 11 | 10 9
3B
WL - - - - + - e I O o S o I I S I (N (S (N N S (N S S B S I + + + + + +
5B
WL - - - - + - e I O o o o I I I I (N (S (N S (N S R S B S + + + + + +
16B
WL + + + + + + + [+ [+ [+ |+ - - B e I I I I I I I e e s + + + + + +
19B
WL + + + + + + + |+ [+ [+ ]+ ] - - I I o o I IR I I I + + + + + +
35B
Y7 + - + + + + I T I o I I I I (- I (S [ S -+ -+ - + + + + + +
?ZB - + + + + + B I I I I I (R R I S I B e N + + + - + -
‘35; - + + + + + B I o o I I I I I I I R N e -+ -+ - + + + + + +
?ZB - + + + + + I I I I I I I I o R N -+ -+ - + + + - + +

Tabela 4.66 Porownanie profili biatkowych Tricine-PAGE wybranych zoéttych plazm nasienia indor6w w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

Masy czasteczkowe [kKDa]

A B C D E F G H | J K L M N 0] P Q R S

Lp. 209 176 147 128 87 75 67 50 43 38 28 25 24 22 20 17 15 13 10
2Z W + + - + - + + - + + + + - - + + + + +
4Z WL 1P 1P 1P + + 1p + - 1 + 1 1 - + + + + + +
16Z WL 1P 1P 1P + + 1p + - 1 + 1 1 + + + + + + +
18Z WL 1P 1P - + - 1p + + 1 + 1 1 - - + + + + +
2972 JZ + + - + - + + - + + + + + - + + + + +
30Z2JZ + + - + - + + + + + + + + + + + + + +
32237 1P 1P - + + 1p + - 1 + 1 1 + + + - + + +
33237 + + - + - + + + + + + + + - + - + + +

91



Wykorzystanie metody Urea-PAGE pozwolito na wykazanie obecnosci pigciu
frakcji biatkowych wystgpujacych we wszystkich profilach préb w obu badanych okresach
bez wzgledu na rodzaj nasienia (Rycina 4.5, Rycina 4.6). Masy czasteczkowe omawianych
frakcji oznaczono na: 75, 49, 37, 31 oraz 14 kDa (Tabela 4.67, Tabela 4.68). Frakcje, ktore
zaobserwowano we wszystkich badanych probach plazm bialego nasienia charakteryzowaty
si¢ masami 104, 75, 62, 49, 45,41, 37, 31, 26, 22, 15, 14 oraz 13 kDa. W sezonie wiosenno-
letnim plazmy nasienia biatego wykazywaty obecno$¢ specyficznych frakcji o masach 209
(B), 72 (F), 47 (K), 43 (M), 28 (Q), 11 (AC) i 10 kDa (AD), a w sezonie jesienno-zimowym
0 masie 234 kDa (A) (Rycina 4.5, Tabela 4.67). Frakcje biatkowe o masach 147, 75, 67,
49, 37, 35, 32, 31, 30, 28, 23 oraz 14 kDa byly obecne we wszystkich probach plazm
z z61tego nasienia. Wystepujacymi podczas sezonu wiosenno-letniego w profilach plazm
nasienia zottego byly frakcje o masach 29 (M), 15 (S), 13 (U) oraz 10 kDa (V) (Rycina 4.6,
Tabela 4.68). W plazmach z okresu wiosenno-letniego obserwowano biatko 0 masie 10 kDa
bez wzgledu na rodzaj nasienia. Biatkami charakterystycznymi jedynie dla plazm biatego
nasienia byly te opisane masami — 209 (B), 104 (D), 72 (F), 62 (G), 57 (H), 52 (1), 45 (L),
43 (M), 31 (P), 27 (R), 26 (S), 22 (V), 20 (W), 18 (X) oraz 11 kDa (AC) (Rycina 4.5, Tabela
4.67), a dla plazm nasienia zottego — 67 (D), 35 (1), 32 (J), 30 (L), 29 (M) i 16 kDa (R)
(Rycina 4.6, Tabela 4.68). Frakcje o masach 209 (B) oraz 43 kDa (M) wystgpowaty jedynie
w plazmach nasienia biatego w sezonie wiosenno-letnim (Rycina 4.5, Tabela 4.67), a dla
plazm nasienia z6ttego w tym samym sezonie, charakterystyczna byta frakcja o masie 29

kDa (M) (Rycina 4.6, Tabela 4.68).

92



3B 5B 16B 19B 35B 37B 40B 49B
Std. WL WL WL WL Std. Jz Jz Jz Jz

250
150

100
75

25

10

Rycina 4.5 Profil fosfoprotein wybranych plazm biatego nasienia w sezonach wiosenno-letnim
i jesienno-zimowym uzyskanych metodg Urea-PAGE
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Rycina 4.6 Profil fosfoprotein wybranych plazm zoéttego nasienia w sezonach wiosenno-letnim
i jesienno-zimowym uzyskanych metoda Urea-PAGE
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Tabela 4.67 Porownanie profili biatkowych Urea-PAGE wybranych plazm nasienia bialego indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

Masy czasteczkowe [KDa]

A B C D|E|/F|GIH|I |J|K|[LIM|IN|O|P|Q|R|S|T|U|V|IW|X]|Y]| Z]|AA]|AB]|AC]|AD

Lp. 234 1209 | 147 | 104 | 75|72 | 62 | 57 | 52 |49 |47 | 45|43 |41 |37 |31 |28 |27 |26[25|23|22]20(18|17| 15 | 14 |13 | 11 | 10
3BW - + - e e e T Y e e e T T + + + + +
5B WL - + - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -+ - -+ - - + + + + +
16BWL | - + + T Y S T ) e e T I e e e T T U T T U T + + + -
19BWL | - + + T T T e T e e e T T ) T e e T T + + - -
35BJZ | + - + + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ -+ -+ |+ + + + - -
37BJZ | + - + T Y T e T e T N e e e D Y T T T + + - -
40BJZ | + - + T T T T e e e ) T D I T T T R + + + -
49BJZ | + - + + |+ -+ + |+ -+ -] - -+ |+ ] + + - -

Tabela 4.68 Porownanie profili biatkowych Urea-PAGE wybranych z6ltych plazm nasienia zottego indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym

Masy czasteczkowe [KDa]
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4.5. ldentyfikacja fosfoprotein plazm bialego i zéltego nasienia w sezonach
wiosenno-letnim i jesienno-zimowym metodami spektrometrii mas na

podstawie elektroforegraméw uzyskanych metodami SDS-PAGE i 2D-PAGE

Przy pomocy elektroforezy SDS-PAGE dokonano rozdzialu fosfoproteomow
biatych i1 zottych plazm nasienia pobranych w obu badanych sezonach, ktory postuzyt

nastepnie do przeprowadzenia identyfikacji fosfoprotein.

W profilach wszystkich prob niezaleznie od rodzaju nasienia i okresu pobrania,
wykazano wystgpowanie pigciu bialek o masach czasteczkowych 106, 76, 57, 52 i 41 kDa
(Rycina 4.7, Rycina 4.8, Rycina 4.9, Rycina 4.10, Tabela 4.69, Tabela 4.70, Tabela 4.71,
Tabela 4.72). Frakcjami biatkowymi charakterystycznymi dla plazm bialego nasienia byty
te 0 masach 36, 29 oraz 27 kDa, a dla plazm zo6ttego nasienia biatko o masie 18 kDa (Rycina
4.7, Rycina 4.8, Rycina 4.9, Rycina 4.10). Z kolei bioragc pod uwage okres, w ktorym
ejakulaty zostaly pozyskane, frakcjami specyficznymi dla sezonu wiosenno-letniego bytly
fosfoproteiny o masach 224 i 22 kDa (Rycina 4.7, Rycina 4.9, Tabela 4.69, Tabela 4.71),
a dla okresu jesienno-zimowego 242 i 17 kDa (Rycina 4.8, Rycina 4.10, Tabela 4.70,
Tabela 4.72). Dwie frakcje biatek o masach czasteczkowych 30 i 26 kDa byty wspolne dla
plazm pochodzacych z nasienia zoltego niezaleznie od sezonu oraz plazm nasienia biatego
w sezonie wiosenno-letnim (Rycina 4.7, Rycina 4.9, Rycina 4.10, Tabela 4.69, Tabela
4.71, Tabela 4.72). Frakcje fosfoproteinowe o masach 47 i 11 kDa wykazano w plazmach
nasienia zottego niezaleznie od sezonu i bialego w sezonie jesienno-zimowym (Rycina 4.8,
Rycina 4.9, Rycina 4.10, Tabela 4.70, Tabela 4.71, Tabela 4.72). Fosfoproteiny o masach
87, 14 i 13 kDa wystepowaly wylacznie w plazmie nasienia bialego podczas sezonu
wiosenno-letniego (Rycina 4.7, Tabela 4.69). W sezonie jesienno-zimowym specyficznymi
dla ejakulatow tego samego rodzaju byly frakcje 43 i 28 kDa (Rycina 4.8, Tabela 4.70).
Frakcje o masach czasteczkowych 102 i 19 kDa wystepowaty tylko plazmach nasienia

z6ltego w sezonie jesienno-zimowym (Rycina 4.10, Tabela 4.72).

Na rycinach czerwonymi ramkami zaznaczono frakcje wycigte z zeli SDS-PAGE
I poddane identyfikacji spektrometrycznej metodg Nano LC-MS/MS (Rycina 4.7, Rycina
4.8, Rycina 4.9, Rycina 4.10). Potwierdzeniem ro6znic wystgpujacych pomigdzy
wyrdznionymi grupami byty Srednie wartosci gestosci optycznych (OD) dla poszczegdlnych

frakcji w Tabelach 4.73 i 4.74.Wyniki identyfikacji wyizolowanych fosfoprotein plazm
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nasienia indora za pomocg spektrometrii mas Nano LC-MS/MS zostaly umieszczone

w Tabeli 4.75.
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Rycina 4.7 Profil fosfoprotein wybranych plazm bialego nasienia w sezonie wiosenno-letnim
uzyskanych metoda SDS-PAGE
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Rycina 4.8 Profil fosfoprotein wybranych plazm biatego nasienia w sezonie jesienno-zimowym
uzyskanych metoda SDS-PAGE
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Tabela 4.69 Porownanie profili biatkowych SDS-PAGE wybranych plazm bialego nasienia indoréw w sezonie wiosenno-letnim
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Tabela 4.70 Poroéwnanie profili biatkowych SDS-PAGE wybranych plazm biatego nasienia indoréw w sezonie jesienno-zimowym
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Rycina 4.9 Profil fosfoprotein wybranych plazm zoéltego nasienia w sezonie wiosenno-letnim
uzyskanych metoda SDS-PAGE
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Rycina 4.10 Profil fosfoprotein wybranych plazm Zzéttego nasienia w sezonie jesienno-zimowym
uzyskanych metoda SDS-PAGE
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Tabela 4.71 Porownanie profili biatkowych SDS-PAGE wybranych plazm zoltego nasienia indoréw w sezonie wiosenno-letnim
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Tabela 4.72 Porownanie profili biatkowych SDS-PAGE wybranych zo6ttych plazm nasienia indoré6w w sezonie jesienno-zimowym
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Tabela 4.73 Srednie wartoéci gestosci optycznej (OD) wybranych do identyfikacji frakcji

biatkowych plazm biatego i zottego nasienia niezaleznie od wyznaczonych sezonéw

Bialko Plazmy nasienia bialego Plazmy nasienia zo6ltego

1 0,23 0,28
2 0,41 0,26
3 0,70 0,83
4 0,45 0,49
5 0,50 0,69
6 0,45 0,48
8 0,40 0,46
11 0,30 0,34
12 0,24 0,28
13 0,23 0,19
14 0,24 0,19

Tabela 4.74 Srednie warto$ci gestosci optycznej (OD) wybranych do identyfikacji frakcji
bialkowych plazm nasienia pobranych w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym bez

uwzgledniania wystgpowania syndromu z6ttego nasienia

Bialko Sezon wiosenno-letni

Sezon jesienno-zimowy

1 0,24 0,28
4 0,45 0,52
6 0,44 0,50
7 0,38 0,43
9 0,43 0,48
10 0,43 0,47
11 0,33 0,31
12 0,24 0,28
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Tabela 4.75 Wyniki identyfikacji fosfoprotein pochodzacych z plazm nasienia uzyskanych metodami SDS-PAGE oraz Nano LC-MS/MS

Albumina ALB Gallus gallus 71868 126 47 2578
Proteaza cysteinowa ATG4B ATG4B Gallus gallus 45186 20 19 969
Fibronektyna FN1 Gallus gallus 276669 12 5 514
Miozyna-9 MYH9 Gallus gallus 227446 5 4 271
Lancuch 1(XII) kolagenu alfa-1 COL12A1 Gallus gallus 341740 6 2 196
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 106 kDa 79551 14 21 181
ATPaza 13a4 transportujaca kationy ATP13A4 Gallus gallus 135682 6 4 155
Syntaza kwaséw thuszczowych FASN Gallus gallus 277630 3 1 91
Biatko 1 dla receptora LDL LRP1 Gallus gallus 525788 1 1 83
Fosfataza eta biatek tyrozynowych typu receptorowego PTPRJ Gallus gallus 155087 2 1 72
Kinaza biatek tyrozynowych typu protoonkogenowego ROS1 Gallus gallus 263419 2 1 60
Albumina ALB Gallus gallus 71868 583 58 5722
Czynnik elongacyijny Il EEF2 Gallus gallus 96343 18 23 720
Proteaza cysteinowa ATG4B ATG4B Gallus gallus 45186 12 19 589
Fibronektyna FN1 Gallus gallus 276669 8 4 237
Lancuch 1(XII) kolagenu alfa-1 COL12A1 Gallus gallus 76 kDa 341740 3 1 153
Biatko NEL NEL Gallus gallus 96096 7 6 151
Alfa-aktynina 1 ACTN1 Gallus gallus 103610 4 2 88
Alfa-aktynina 4 ACTN4 Gallus gallus 104712 4 2 88
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 12 22 66
Cytoplazmatyczna hydrataza akonitanowa (akonitaza) ACO1 Gallus gallus 98639 1 2 61
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 437 71 2016
Albumina ALB Gallus gallus 71868 76 35 1534
Receptor 1 transferyny TFRC Gallus gallus 69 kDa 85890 3 20 146
Proteaza cysteinowa ATG4B ATG4B Gallus gallus 45186 2 15 112
Chaperon BIP z retikulum endoplazmatycznego HSPA5 Gallus gallus 72088 1 2 68
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 Gallus gallus 83939 1 7 63
Albumina ALB Gallus gallus 41 kDa 71868 83 26 3346
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 28 17 1187
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Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 25 45 1005
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 25 45 1005
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 15 37 809
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 Gallus gallus 83939 22 11 792
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 23 38 789
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 18 15 592
Aneksyna A2 ANXA2 Gallus gallus 38901 8 16 333
Gelsolina GSN Gallus gallus 86120 8 5 332
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 3 9 188
Dehydrogenaza mleczanowa (fancuch A) LDHA Gallus gallus 36776 4 9 182
Dehydrogenaza mleczanowa (fancuch B) LDHB Gallus gallus 36694 4 8 174
Biatko SPARC SPARC Gallus gallus 34894 3 9 166
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 5 7 165
Biatko 4B ciatka wiclopecherzykowego CHMP4B Gallus gallus 25140 3 9 137
Proteaza cysteinowa ATG4B ATG4B Gallus gallus 45186 3 6 130
TBB1 50333
TBB2 50377
TBB3 41 kDa 50285
Lancuch beta tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 5 4 122
TBB5 50395
TBB6 50692
TBB7 50095
ACTA1 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 2 4 120
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 42151
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPA8 Gallus gallus 71011 3 6 113
Biatko szoku termicznego 90 kDa :ggggﬁgi Gallus gallus ggggg 3 g 99
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 46134 2 6 93
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 1 4 87
Neuronalny czynnik regulujacy NEGR1 (Neurotraktyna) NEGR1 Gallus gallus 38434 1 3 64
Lancuch alfa-2 tubuliny TBA2 Gallus gallus 50450 1 3 63
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Podjednostka alfa-1 biatka czapeczkujacego F-aktyne CAPZA1l Gallus gallus 33110 1 3 59
Podjednostka alfa-2 biatka czapeczkujacego F-aktyne CAPZA2 Gallus gallus 32939 1 3 59
Klusteryna CLU Coturnix japonica 52395 1 5 57
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 58434 1 2 56
Biatko NEL NEL Gallus gallus 41 kDa 96096 1 1 56
Aminopeptydaza Ey ANPEP Gallus gallus 109406 1 1 54
Radyksyna RDX Gallus gallus 68626 1 1 52
Apolipoproteina A 1 APOAL1 Gallus gallus 30661 1 4 50
Lancuch 1(XII) kolagenu alfa-1 COL12A1 Gallus gallus 341740 1 1 50
Albumina ALB Gallus gallus 71868 27 32 996
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 Gallus gallus 83939 17 9 711
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 11 19 595
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 9 8 343
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 9 6 278
Biatko SPARC SPARC Gallus gallus 34894 4 9 224
Fibronektyna FN1 Gallus gallus 276669 3 2 220
Neuronalny czynnik regulujgcy NEGR1 (Neurotraktyna) NEGR1 Gallus gallus 38434 7 17 215
Aneksyna A2 ANXA2 Gallus gallus 38901 4 13 210
Biatko 1 aparatu Golgiego GLG1 Gallus gallus 43386 2 4 189
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPA8 Gallus gallus 71011 3 4 112
Biatko szoku termicznego 90 kDa :ggggﬁgi Gallus gallus 31 kDa gg;lcl)g 3 3 105
Gelsolina GSN Gallus gallus 86120 2 1 101
Aminopeptydaza Ey ANPEP Gallus gallus 109406 3 2 99
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 1 5 82
Biatko NEL NEL Gallus gallus 96096 3 1 78
Lancuch 1(XII) kolagenu alfa-1 COL12A1 Gallus gallus 341740 2 1 78
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 1 4 77
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 2 2 70
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 1 4 58
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 1 4 58
Lancuch beta-1 tubuliny TBB1 Gallus gallus 50333 1 3 52
Lancuch beta-2 tubuliny TBB2 Gallus gallus 50377 1 3 52
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 1 3 52
Lancuch beta-7 tubuliny TBB7 Gallus gallus 50095 1 3 52
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 58434 1 2 48
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ACTAl 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 31 kDa 42334 1 5 71
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 42151
Proteaza cysteinowa ATG4B ATG4B Gallus gallus 45186 1 6 40
Albumina ALB Gallus gallus 71868 66 22 2198
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 7 13 390
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 9 10 303
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 6 8 282
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 4 9 196
Biatko SPARC SPARC Gallus gallus 34894 3 9 170
Podjednostka teta biatka 1 T-kompleksu CCT8 Gallus gallus 60017 2 2 147
Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanatu jonowego VDAC2 Meleagris gallopavo 30162 2 3 130
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 Gallus gallus 30 kDa 83939 2 1 102
Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Gallus gallus 73285 2 4 100
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 2 4 86
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 2 4 86
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 1 3 86
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 1 4 82
Aneksyna Al ANXAl Gallus gallus 14446 1 4 72
Transtyretyna TTR Gallus gallus 16356 1 10 66
Receptor sprzezony z biatkiem G FzD7 Gallus gallus 64081 1 5 45
Albumina ALB Gallus gallus 71868 31 28 794
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 18 18 362
Proteaza cysteinowa ATG4B ATG4B Gallus gallus 45186 6 11 361
Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Gallus gallus 29 kDa 73285 9 8 240
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 2 11 96
Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanatu jonowego VDAC2 Meleagris gallopavo 30162 2 3 86
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 1 22 67
Albumina ALB Gallus gallus 71868 61 54 2571
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 28 kDa 43129 16 28 951
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 Gallus gallus 83939 8 9 322
Gelsolina GSN Gallus gallus 86120 6 5 298
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Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 6 11 282
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 6 7 277
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 7 14 269
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 6 9 267
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 6 9 267
Biatko zeta 14-3-3 YWHAZ Gallus gallus 27929 5 25 229
Mutaza fosfoglicerynianowa 1 PGAM1 Gallus gallus 29051 5 22 203
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 4 11 173
Biatko theta 14-3-3 YWHAQ Gallus gallus 28050 3 21 168
Lancuch alfa tubuliny igﬁé Gallus gallus ggggi’ 4 4 149
ACTB 42052
Aktyna ACTG Gallus gallus 42108 3 9 143
ACT5S 42151
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 2 3 123
Fibronektyna FN1 Gallus gallus 28 kDa 276669 3 1 114
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPAS8 Gallus gallus 71011 2 5 110
Biatko epsilon 14-3-3 YWHAE Gallus gallus 29326 2 11 102
TBB1 50333
TBB2 50377
TBB3 50285
Lancuch beta tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 3 10 97
TBB5 50395
TBB6 50692
TBB7 50095
Lancuch 1(XII) kolagenu alfa-1 COL12A1 Gallus gallus 341740 2 1 85
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 1 4 85
Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Gallus gallus 73285 1 2 73
Biatko NEL NEL Gallus gallus 96096 2 1 70
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 2 2 70
Podjednostka alfa-2 acetylohydrolazy IB czynnika
o y‘wujqcego iyl (P A‘;) ydrolazy Ib czy PAFAH1B2 Gallus gallus 25665 1 3 56
Peroksyredoksyna-6 PRDX6 Gallus gallus 25075 1 3 56
Biatko SPARC SPARC Gallus gallus 34894 1 4 50
Albumina ALB Gallus gallus 27 kDa 71868 43 59 1660
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Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 10 6 352
Gelsolina GSN Gallus gallus 86120 7 5 342
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 7 11 270
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 7 9 265
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 7 6 234
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 Gallus gallus 83939 5 5 222
Apolipoproteina A 1 APOA1 Gallus gallus 30661 8 12 2110
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 5 9 195
Lancuch ciezki ferrytyny FTH Gallus gallus 21249 8 18 190
TBB1 50333
TBB2 50377
TBB3 50285
Lancuch beta tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 5 11 148
TBBS 50395
TBB6 50692
TBB7 50095
Lancuch [(XII) kolagenu alfa-1 COL12AL Gallus gallus 27kDa 341740 1 1 100
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 2 4 70
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 2 4 70
Biatko szoku termicznego 90 kDa :giggﬁgi Gallus gallus gg?gg 3 1 105
Peroksyredoksyna-1 PRDX1 Gallus gallus 22529 2 5 65
Peroksyredoksyna-6 PRDX6 Gallus gallus 25075 2 8 65
Peptydylo-prolyl cis/trans izomeraza B PPIB Gallus gallus 22456 7 23 232
Transtyretyna TTR Gallus gallus 16356 1 9 56
Biatko NEL NEL Gallus gallus 96096 1 6 55
Biatko SPARC SPARC Gallus gallus 34894 1 9 54
Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Gallus gallus 73285 1 12 54
ACTAl 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 1 8 71
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 42151
GTPaza HRAS HRAS Gallus gallus 21694 1 4 47
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GTPaza NRAS NRAS 27 kDa 21550 1 4 47
Neuronalny czynnik regulujagcy NEGR1 (Neurotraktyna) NEGR1 Gallus gallus 38434 1 6 46
10 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 71 63 2910
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 8 15 271
Apolipoproteina A 1 APOA1 Gallus gallus 30661 11 24 264
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 5 8 213
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 11 5 264
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 6 8 176
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 6 8 176
Mutaza fosfoglicerynianowa 1 PGAM1 Gallus gallus 29051 2 15 167
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 4 3 163
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 2 9 137
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 26 kDa 35909 3 4 129
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 3 4 129
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 2 7 98
ACTA1 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 1 4 71
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 42151
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 46134 1 3 69
Biatko SPARC SPARC Gallus gallus 34894 1 4 57
11 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 52 58 1967
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 21 13 891
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 18 23 881
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 8 15 594
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 15 13 492
Gelsolina GSN Gallus gallus 86120 10 7 431
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 Gallus gallus 20 kDa 83939 12 7 405
Lancuch ciezki ferrytyny FTH Gallus gallus 21249 16 25 397
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 15 17 382
Apolipoproteina A 1 APOA1 Gallus gallus 30661 14 17 358
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 12 15 308
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 7 11 288
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Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Gallus gallus
Peptydylo-prolyl cis/trans izomeraza B PPIB Gallus gallus
Transtyretyna TTR Gallus gallus
Biatko szoku termicznego 90 kDa HSP90AAL Gallus gallus
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPA8 Gallus gallus
Podjednostka -5 proteasomu (fragment) PSMB5 Gallus gallus
Lancuch 1(XII) kolagenu alfa-1 COL12A1 Gallus gallus
Biatko szoku termicznego 70 kDa HSP70 Gallus gallus

ACTAl

ACTA2

ACTB
Aktyna ACTC Gallus gallus

ACTG

ACTG2

ACT5
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo
Peroksyredoksyna-6 PRDX6 Gallus gallus
Anhydraza weglanowa-2 CA2 Gallus gallus
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus
Izomeraza triozofosforanowa TPI1 Gallus gallus
Biatko RAP1B z rodziny Ras RAP1B Gallus gallus
Peroksyredoksyna-1 PRDX1 Gallus gallus
Kinaza fosfoglicerynianowa PGK Gallus gallus
Biatko wiagzace ostong przejrzysta 1 ZPBP1 Gallus gallus
Biatko SPARC SPARC Gallus gallus
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus
Biatko 14-3-3:
Beta YWHAB
Epsilon YWHAE Gallus gallus
Gamma YWHAG
Teta YWHAQ
Zeta YWHAZ
GTPaza HRAS HRAS Gallus gallus
GTPaza NRAS NRAS

20 kDa

73285 7 8 252
22456 7 23 232
16356 7 50 204
84406 6 5 192
71011 6 9 187
27256 4 9 159
341740 3 1 156
69936 3 6 156
42366

42367

42052

42334 2 4 116
42108

42249

42151

35909 2 4 104
25065 2 4 104
25075 4 8 100
29388 2 4 89
36748 1 3 86
26832 2 6 80
21040 1 6 80
22529 2 5 75
45087 1 3 65
36910 2 3 64
34894 1 5 64
50467 1 2 55
43529 1 4 54
28004

29326

28384 ! 6 51
28050

27929

21694

21550 ! 4 AT
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Aldolaza C fruktozo-bisfosforanowa ALDOC Gallus gallus 14543 1 6 49
Homf)log biatka 42 odpowiadajacego za podziaty CDC42 Gallus gallus 20 kDa 21601 1 10 45
komorkowe
12 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 71 57 2803
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 16 25 894
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 18 14 714
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 6 15 450
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 Gallus gallus 83939 11 7 378
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 11 11 336
Gelsolina GSN Gallus gallus 86120 8 5 325
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 9 12 311
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 9 12 311
Biatko RAP1B z rodziny Ras RAP1B Gallus gallus 21040 9 13 303
Lancuch 1(XII) kolagenu alfa-1 COL12A1 Gallus gallus 341740 11 2 302
H0m910g biatka 42 odpowiadajacego za podzialy CDC42 Gallus gallus 21601 8 o5 295
komorkowe
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 5 11 194
Biatko SPARC SPARC Gallus gallus 34894 3 5 192
Apolipoproteina A 1 APOA1l Gallus gallus 30661 7 12 191
Biatko szoku termicznego 70 kDa HSP70 Gallus gallus 16 kDa 69936 7 10 181
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPA8 Gallus gallus 71011 5 8 169
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 46134 3 6 135
Peroksyredoksyna-6 PRDX6 Gallus gallus 25075 4 15 124
Aneksyna A2 ANXA2 Gallus gallus 38901 3 4 116
Perksyredoksyna-1 PRDX1 Gallus gallus 22529 4 18 112
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 2 9 107
ACTAl 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 2 4 106
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 42151
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 2 6 103
Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Gallus gallus 73285 3 2 96
Biatko zeta 14-3-3 YWHAZ Gallus gallus 27929 1 7 94
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Biatko 27A rybosomu 40s skoniugowanego z ubikwityna RPS27A Gallus gallus 18310 1 11 93
Poliubikwityna B UBB Gallus gallus 34348 1 5 93
Kofaktor NHE-RF1 regulujacy wymiane jonéw Na*/H* SLC9A3R1 Gallus gallus 36011 2 4 92
Deglikaza DJ-1 biatek/kwaséw nukleinowych PARKY Gallus gallus 20159 1 8 82
Biatko RAB10 z podrodziny Ras RAB10 Gallus gallus 22763 2 5 80
Izomeraza triozofosforanowa TPI1 Gallus gallus 26832 2 10 80
Anhydraza weglanowa-2 CA2 Gallus gallus 29388 2 4 75
Biatko szoku termicznego 90 kDa :giggﬁgi Gallus gallus gg;‘rgg 2 1 73
GTPaza HRAS HRAS Gallus gallus 21694 1 6 47
GTPaza NRAS NRAS 21550 1 6 47
Biatko NEL NEL Gallus gallus 96096 2 1 68
Biatko RAB2A 7 podrodziny Ras RAB2A Gallus gallus 16 kDa 23678 1 8 68
Neuronalny czynnik regulujgcy NEGR1 (Neurotraktyna) NEGR1 Gallus gallus 38434 2 3 67
Transtyretyna TTR Gallus gallus 16356 1 8 61
Fosfataza gamma bialek tyrozynowych typu receptorowego PTPRG Gallus gallus 160750 1 3 57
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 58434 1 2 55
Aneksyna Al ANXA1L Gallus gallus 14446 1 4 52
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 1 2 51
Kinaza UMP/CMP CMPK Gallus gallus 22386 1 6 51
Podjednostka zeta biatka 1 T-kompleksu CCT6 Gallus gallus 58008 1 2 50
Biatko Ran wigzace GTP RAN Gallus gallus 24583 1 6 49
Biatko RAB5B z podrodziny Ras RAB5B Gallus gallus 23828 1 6 45
13 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 56 57 2146
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 10 16 514
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 5 9 361
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 9 17 342
Transtyretyna TTR Gallus gallus 16356 8 35 333
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 9 6 307
Apolipoproteina A 1 APOAL Gallus gallus 11kDa 30661 13 16 285
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 4 5 276
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 5 11 234
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 7 12 216
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 6 10 192
Biatko 4 wiazace retinol RBP4 Gallus gallus 22843 5 25 188
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 3 3 134
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Biatko SPARC SPARC Gallus gallus 34894 2 9 121
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 46134 3 6 98
Awidyna AVD Gallus gallus 16872 2 7 91
Kalmodulina Cc:ék/:\f Gallus gallus 11 kDa 1283(7) 1 10 82
Czynnik 5 ADP-rybozylacji ARF5 Gallus gallus 20581 1 6 74
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 2 3 107
Lancuch ciezki ferrytyny FTH Gallus gallus 21249 1 6 64
Katepsyna D CTSD Gallus gallus 43726 1 2 51
Inhibitor 2 metaloproteinaz TIMP2 Gallus gallus 24981 1 6 48
14 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 71 59 2878
Transtyretyna TTR Gallus gallus 16356 56 67 2142
Apolipoproteina A 1 APOAL1 Gallus gallus 30661 23 23 535
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 4 11 189
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 8 11 189
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 2 9 113
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 4 2 109
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 2 2 91
Biatko szoku termicznego 90 kDa :ggggﬁgi Gallus gallus 7 kDa gg;lcl)g 2 9 86
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPA8 Gallus gallus 71011 1 5 84
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 2 4 78
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 2 4 78
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 46134 2 4 65
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 1 1 61
Lancuch ciezki ferrytyny FTH Gallus gallus 21249 1 6 53
Biatko 4 wiazace retinol RBP4 Gallus gallus 22843 1 5 48
Gelsolina GSN Gallus gallus 86120 1 1 47
Kinaza difosforanow nukleozydow NDK Gallus gallus 17448 1 11 46
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Analize biatek plazm nasienia przeprowadzono takze z wykorzystaniem metody 2D-
PAGE. W jej efekcie wybrano 8 frakcji biatkowych, ktore poddano identyfikacji przy
pomocy spektrometrii MALDI-TOF/TOF (Rycina 4.15, Rycina 4.16, Rycina 4.17, Rycina
4.18). Podstawg wyboru bialek byly $rednie wartosci gestosci optycznych frakeji
biatkowych (Tabela 4.76, Tabela 4.77). Trzeba podkresli¢, ze opisywana metoda
przysporzyla najwiecej trudnosci. W przypadku bialek petnej plazmy nasienia wystgpowata
zdecydowana dominacja pewnych rodzajow biatek, widoczna zwlaszcza w plazmach
nasienia zottego. W grupie wspomnianych biatek wystepuje m.in. aloumina (~70 kDa), ktéra
zdecydowanie dominuje w plazmie nasienia ptakéw (Rycina 4.11, Rycina 4.12, Rycina
4.13, Rycina 4.14). Biatko dominowato na elektroforegramach nie pozwalajac na skuteczny
rozdziat pozostatych frakcje polipeptydowych. Kolejne podejmowane proby zmiany ilosci
nanoszonego biatka czy warunkéw rozdziatu nie przynosily zadowalajacych rezultatow.
Mimo wszystko rozdziat 2D-PAGE biatek plazmowych byt tatwiejszy do przeprowadzenia
niz plemnikowych.

Wyniki identyfikacji wyizolowanych fosfoprotein plazm nasienia indora za pomoca

spektrometrii mas metodga MALDI-TOF/TOF zostaty umieszczone w Tabeli 4.78.
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Rycina 4.11 Elektroforeza 2D-PAGE plazmy nasienia biatlego w sezonie wiosenno-letnim
14 — 39,7 kDa, pl 3,41
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Rycina 4.12 Elektroforeza 2D-PAGE plazmy nasienia biatego w sezonie jesienno-zimowym
10-19,5 kDa, pl 3,86; 14 — 39,7 kDa, pl 3,41; 19 — 72,1 kDa, pl 8,17
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Rycina 4.13 Elektroforeza 2D-PAGE plazmy nasienia zottego w sezonie wiosenno-letnim
2 —25,7kDa, pl 7,72; 4 — 26,0 kDa, pl 7,19; 9 — 18,0 kDa, pl 4,83; 10 — 19,5 kDa, pl 3,86; 14 — 39,7
kDa, pl 3,41; 15 - 42,9 kDa, pl 4,40; 16 — 38,2, pl 4,37; 17 — 53 kDa, pl 7,87
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Rycina 4.14 Elektroforeza 2D-PAGE plazmy nasienia zottego w sezonie jesienno-zimowym
10 -19,5 kDa, pl 3,86; 14 — 39,7 kDa, pl 3,41; 19 — 72,1 kDa, pl 8,17

114



Rycina 4.15 Elektroforeza 2D-PAGE fosfoprotein plazmy biatego nasienia w sezonie wiosenno-
letnim
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Rycina 4.16 Elektroforeza 2D-PAGE fosfoprotein plazmy bialego nasienia w sezonie jesienno-
zimowym
2 25,7 kDa, pl 7,72; 4 — 26,0 kDa, pl 7,19; 19 — 72,1 kDa, pl 8,17
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Rycina 4.17 Elektroforeza 2D-PAGE fosfoprotein plazmy zolttego nasienia W sezonie wiosenno-

letnim
2 — 25,7 kDa, pl 7,72; 4 — 26,0 kDa, pl 7,19; 14 — 39,7 kDa, pl 3,41; 15 — 42,9 kDa, pl 4,40; 16 —
38,2, pl 4,37; 17 — 53 kDa, pl 7,87
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Rycina 4.18 Elektroforeza 2D-PAGE fosfoprotein plazmy zottego nasienia w sezonie jesienno-
zimowym
2 25,7 kDa, pl 7,72; 4 — 26,0 kDa, pl 7,19; 9 — 18,0 kDa, pl 4,83; 10 — 19,5 kDa, pl 3,86;
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Tabela 4.76 Srednie warto$ci gestosci optycznej (OD) wybranych do identyfikacji frakcji

biatkowych plazm biatego i zottego nasienia niezaleznie od wyznaczonych sezonéw

Bialko Plazmy biale Plazmy zélte

2 0,10 0,08
4 0,13 0,11
14 0,04 0,11
16 0,56 0,28
19 0,10 0,35

Tabela 4.77 Srednie warto$ci gestosci optycznej (OD) wybranych do identyfikacji frakcji
biatkowych plazm nasienia pobranych w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym bez

uwzgledniania wystgpowania syndromu zéttego nasienia

Bialko Sezon wiosenno-letni Sezon jesienno-zimowy

2 0,11 0,08
4 0,14 0,10
9 0,12 0,06
10 0,10 0,05
14 0,10 0,04
16 0,47 0,37
17 0,09 0,03
19 0,33 0,12
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Tabela 4.78 Wyniki identyfikacji fosfoprotein pochodzacych z plazm nasienia uzyskanych metodami 2D-PAGE oraz MALDI-TOF/TOF

g | Lafcuch lekki immunoglobuliny ze IGLC3 | Meleagris gallopavo | 25 700 11 567 2 118
stalym regionem

4 | Lancuch Cimmunoglobuliny lambda, LAC | Meleagris gallopavo | 26 000 27 892 2 187
izoforma X2

9 | Apolipoproteina Al APOAL1 Meleagris gallopavo 18 000 30593 6 300
Podobny do SSC5D rozpuszczalny

10 | receptor nekrofagotyczny zawierajacy SSC5D Meleagris gallopavo 19 500 54 032 1 201
domeng bogata w cysteine

14 gﬁfg&gi’jﬁ;‘f do alfa-1 kwasnej ORM2 | Meleagris gallopavo | 39 700 22 369 2 203

15 | Albumina ALB Meleagris gallopavo 42 900 71740 4 171

16 | Albumina ALB Meleagris gallopavo 35200 71740 5 264

17 | Kinaza keratynowa podtyp B CKB Meleagris gallopavo 53 000 42 982 2 124

19 | Albumina ALB Meleagris gallopavo 72 100 71740 3 250

“ score istotny statystycznie wynosi >60
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4.6. Analiza elektroforegramow fosfoprotein izolowanych 2z ekstraktéw
plemnikowych pochodzacych z bialych i zoltych ejakulatow w sezonach
wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskanych metodami Native-PAGE,
Tricine-PAGE, oraz Urea-PAGE

Analizie profili proteomicznych poddano rowniez ekstrakty plemnikowe z biatego
| zOItego nasienia pochodzace z obu wyroznionych sezonow. Elektroforegramy uzyskane
metodg Native-PAGE przedstawiono ponizej (Rycina 4.19, Rycina 4.20). W plemnikach z
nasienia biatego wykryto 12 frakcji biatkowych, z ktérych tylko jedna o masie 62 kDa
obecna byta we wszystkich badanych probach. Frakcje o masach 138 (B) i 49 kDa (G) byty
charakterystyczne dla sezonu JZ, a to o0 masie 147 kDa (A) dla WL w plemnikach z nasienia
biatego (Rycina 4.19, Tabela 4.79). Z kolei w plemnikach z nasienia zottego wykryto 11
frakcji bialkowych z czego jedna 0 masie czasteczkowej 49 kDa byta obecna we wszystkich
prébach. Na podstawie uzyskanych rozdzialdow niemozliwym bylo wskazanie frakcji
fosfoproteinowych charakterystycznych dla danego sezonu w plemnikach z z6ttego nasienia
(Rycina 4.20, Tabela 4.80). Biatko o masie 49 kDa wystgpowato u wszystkich osobnikow
z syndromem zoltego nasienia niezaleznie 0od sezonu rozrodczego, jednak bylo obecne
rowniez w ekstraktach bialych w sezonie JZ (Rycina 4.19, Rycina 4.20, Tabela 4.79,
Tabela 4.80).
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Rycina 4.19 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych z biatych ejakulatow indorow
w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskanych metoda Native-PAGE
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Rycina 4.20 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych z biatych ejakulatow indorow
w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskanych metodg Native-PAGE
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Tabela 4.79 Poréwnanie profili biatkowych wybranych ekstraktow plemnikowych biatych
ejakulatow indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskanych metoda Native-
PAGE

Masy czasteczkowe [KDa]

A B C D E F G H [ J K

Lp. 147 138 106 82 75 62 49 38 32 25 22
3B WL + - + + - + - + - + -
5B WL + - + - + + - - - + -
16B WL + - - _ n + i + N ; .
19B WL - - - - - + - - - + -
35B JZ - - - + + + + - + + -
42B JZ - + - + + + + - + + +
45B JZ - + - - + + + + + - +
49B JZ - + - + - + + - - + -

Tabela 4.80 Poréwnanie profili biatkowych wybranych ekstraktow plemnikowych zottych
ejakulatow indorow w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskanych metoda Native-
PAGE

Masy czasteczkowe [kDa]
A B C D E F G H [ J K
Lp. 210 143 127 75 69 49 43 38 32 25 22
2Z W + + + - - + - - - _ B
4Z WL + + + - - + - - - -
16Z WL - - - + - + + + + + +
18Z WL - - - + - + + + + + -
297 JZ - - - + + + - - - - -
302 JZ - - - + + + - - - - -
322 37 + + i + - + - - - - -
33237 - + + + - + - - - - -
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Profile fosfoproteinowe ekstraktow plemnikowych uzyskane metoda Tricine-PAGE
wykazaly obecno$¢ trzech niskoczasteczkowych frakcji biatkowych o masach 27, 151 10
kDa (Rycina 4.21, Rycina 4.22, Tabela 4.81, Tabela 4.82) niezalezniec od sezonu czy
rodzaju nasienia. Na elektroforegramach ekstraktow plemnikowych pochodzacych z biatego
nasienia zaobserwowano tacznie 28 frakcji, z ktorych dziesie¢ wystepowato u wszystkich
osobnikow niezaleznie od badanego sezonu. Mialy one masy réwne 44, 37, 27, 23, 17, 15,
13,12, 10 8 kDa. W tej grupie charakterystyczne dla sezonu WL byty biatka o masach 57
(1, 32 (N), 30 (O) oraz 16 kDa (U), a dla sezonu JZ jedno biatko - 5 kDa (AB) (Rycina 4.21,
Tabela 4.81). Natomiast na elektroforegramach ekstraktow plemnikowych z zohtego
nasienia rozpoznano rowniez tacznie 28 frakcji biatkowych. Frakcje o masach
czasteczkowych rownych 50, 35, 27, 26, 25, 18, 15, 14, 11 oraz 10 kDa wystepowaty we
wszystkich probach niezaleznie od sezonu. Charakterystyczne dla sezonu WL, w nasieniu
z syndromem YSS, byty frakcje o masach 165 (A), 138 (B), 107 (C), 80 (D), 52 (H), 44 (J),
37 (K), 32 (M), 23 (Q), 17 (T), 12 (X) oraz 5 kDa (AB), a dla sezonu JZ — 13 kDa (W)
(Rycina 4.22, Tabela 4.82). Frakcjami biatkowymi charakterystycznymi dla sezonu WL,
bez wzgledu na rodzaj nasienia, z ktorego pochodzity badane plemniki, byly te o masach
138 1 32 kDa, a dla sezonu JZ nie znaleziono takich zaleznosci (Rycina 4.21, Rycina 4.22,
Tabela 4.81, Tabela 4.82). W plemnikach pochodzacych z nasienia zoltego wykryto trzy
bialka, ktore byly obecne rowniez w plemnikach nasienia bialego podczas sezonu WL. Byty
to biatka o masach rownych 50, 25 1 18 kDa. Z kolei pig¢ innych biatek wystgpowato w
plemnikach z bialego nasienia, ale bylo obecne réwniez w probach plemnikow zottego
nasienia podczas sezonu WL — 44, 37, 23, 17 i 12 kDa, a podczas sezonu JZ mozna byto
znalez¢ dwie inne niskoczgsteczkowe frakcje o masach 13 i 8 kDa (Rycina 4.21, Rycina
4.22, Tabela 4.81, Tabela 4.82). Frakcjami wystgpujacymi jedynie w probach ekstraktow
plemnikowych pochodzacych z biatego nasienia podczas sezonu WL byly te o masach
czasteczkowych rownych 57 (1), 30 (O) oraz 16 kDa (U) . Z kolei w plemnikach z nasienia
tego samego rodzaju podczas sezonu JZ mozna byto zauwazy¢ frakcje o masie 5 kDa (AB)
(Rycina 4.21, Tabela 4.81). Charakterystyczne dla ekstraktow plemnikowych z zéttego
nasienia podczas sezonu wiosenno-letniego byly frakcje biatkowe o masach rownych 165
(A), 107 (C) oraz 52 kDa (H), a podczas sezonu jesienno-zimowego niskoczasteczkowe
biatko o masie 20 kDa (R) (Rycina 4.22, Tabela 4.82).
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Rycina 4.21 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatow indorow
w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskany metoda Tricine-PAGE
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Rycina 4.22 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow indorow
w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskany metoda Tricine-PAGE
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Tabela 4.81 Porownanie profili biatkowych wybranych ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatow indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-
zimowym uzyskanych metoda Tricine-PAGE

Masy czasteczkowe [KDa]
A B C DIE|JF|G|H]|I JIKILIMIN|O|P|IQ|R|S|T|JU|JV | W | X|]Y]| Z]|AA]|AB

Lp. 223 | 165 | 138 | 98 | 78 | 76 | 75 | 63 | 57 | 50 |44 |37 | 35|32 |30 |27 | 25|23 |18 |17 1615|1413 |12 | 10 8 5
3BW + + + + |+ | + | + - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + + -
5B WL + + + + |+ | + | + - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + + -
16B WL - - - - - - - + | + - + | + - + |+ |+ | + |+ - + | + | + - + | + + + -
19B WL - - - - - - + |+ | + - + | + - + |+ |+ | + |+ - + | + | + - + | + + + -
35B JZ + + - + |+ | - |+ | - - -+ |+ |+ - o O T O e o O O + + +
42B JZ + - - + - + | + - - + | + | + - - + - + - + - + |+ | + | + + + +
45B JZ + - - - + |+ | + | + - - + | + | + - - + - + - + - + |+ | + | + + + +
49B JZ - - - - - - - + - - + |+ | + - - + - + - + - + - + | + + + +

Tabela 4.82 Porownanie profili biatkowych wybranych ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-
zimowym uzyskanych metoda Tricine-PAGE

Masy czasteczkowe [KDa]
A B C DI E|F[|G]|H | J|IKILIMIN|J]O|P|IQ|IR|S|TJU|IV I IW|X]|]Y]|Z]|AA|AB

Lp. 165 | 138 | 107 | 80 | 72 | 63 | 54 |52 |50 |44 |37 |35|32 |27 |26 |25|23 |20 18|17 (15|14 13|12 |11]|10]| 8 5
2Z\WN + + + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - + | + | + | + - + | + - -
4Z WL + - - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - + | + | + | + - - + | + - -
16Z WL + + + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - + |+ |+ |+ |+ | + - + | + - + | + | + + +
18Z WL + + + - + |+ |+ |+ | + | + - + - + |+ |+ |+ |+ | + - + | + - + | + | + + +
2972 JZ - - - - + - - - + - - + - + |+ | + - + | & - + | + | + - + | + + -
30Z2JZ - - - - + + + - + - - + - + + + - - + - + + + - + + + -
32237 - - - - + + + - + - - + - + + + - + + - + + + - + + + -
33237 - - - - - + + - + - - + - + + + - + + - + + + - + + - -
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Profile fosfoproteinowe biatek plemnikowych biatego nasienia zawieraly 32 frakcje
biatkowe, z ktérych jedynie dwie byly widoczne we wszystkich badanych ekstraktach w tej
grupie ejakulatoéw. Mialy one masy czgsteczkowe rowne 9 1 5 kDa i nalezaly do
niskoczasteczkowych biatek. Charakterystycznymi dla sezonu wiosenno-letniego w tej byty
biatka o masach 225 (A), 143 (B), 54 (G), 52 (H), 51 (1), 49 (J), 48 (K), 46 (L), 43 (M), 39
(N), 36 (O), 27 (T), 18 (2), 15 (AB) i 12 kDa (AC), a podczas sezonu jesienno-zimowego
jedynie biatko o masie 58 kDa (F) wykazywalo takie wtasciwosci (Rycina 4.23, Tabela
4.83). Po przeanalizowaniu profili ekstraktow plemnikowych w grupie zottych ejakulatow
zlokalizowano tacznie 27 frakcji biatkowych, z ktorych sze$¢ byto widoczna we wszystkich
prébach. Byly to biatka o masach réwnych 65, 54, 51, 27, 25 oraz 17 kDa. Sezon jesienno-
zimowy nie charakteryzowal si¢ Zadnymi swoistymi biatkami, natomiast sezon wiosenno-
letni obecnos$cig biatek o masach — 198 (A), 49 (F), 48 (G), 43 (H), 39 (1), 36 (J), 34 (K), 32
(L), 29 (M), 28 (N), 19 (T), 18 (U), 16 (W) oraz 9 kDa (AA) (Rycina 4.24, Tabela 4.84).
Frakcjami wystgpujacymi wylacznie w sezonie wiosenno-letnim, bez wzgledu na rodzaj
nasienia, byly 49, 48, 43, 39, 36, 34, 32, 29 i 18 kDa, natomiast charakterystyczng dla
drugiego sezonu byta jedynie frakcja o masie 22 kDa (Rycina 4.24, Rycina 4.25, Tabela
4.83, Tabela 4.84). Biatkami wystgpujacymi gldwnie w plemnikach z nasienia zottego, ale
znajdowanymi réwniez w plemnikach z nasienia bialego podczas sezonu WL byly te
0 masach 54, 51, 27 oraz 12 kDa, a wyst¢pujacymi réwniez w nasieniu bialym w sezonie JZ
—25,201 10 kDa. Z kolei frakcje wystepujace gtownie w plemnikach nasienia bialego, ale
zauwazane réwniez w plemnikach zottych z sezonu wiosenno-letniego byty dwa biatka — 16
oraz 9 kDa (Rycina 4.23, Rycina 4.24, Tabela 4.83, Tabela 4.84). Charakterystyczne dla
plemnikow z pochodzacych z nasienia bialego w sezonie wiosenno-letnim sg frakcje
biatkowe o masach rownych 225 (A), 143 (B), 52 (H), 46 (L) oraz 15 kDa (AB) (Rycina
4.23, Tabela 4.83), a dla plemnikoéw z z6ttego nasienia w tym samym okresie — 198 (A)
i 19 kDa (T) (Rycina 4.24, Tabela 4.84).
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Rycina 4.23 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktéw plemnikowych biatych ejakulatéw indorow
w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskany metoda Urea-PAGE
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Rycina 4.24 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow indoréw
w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskany metoda Urea-PAGE
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Tabela 4.83 Porownanie profili biatkowych wybranych ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatow indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-
zimowym uzyskanych metoda Urea-PAGE

Masy czasteczkowe [KDa]
A B|C|IDIE|F|G|IH|IT |J|K|ILIMIN|JIO|PIQ|R[S|T|JU|JVIW|X]|Y]|Z]|AA|AB|AC|AD | AE | AF

Lp. 225 1143 | 75|72 | 65 |58 |54 |52 |51 |49 |48 |46 143|139 363432292827 |26|25|24(22|20|18]| 16 | 15| 12 | 10 9 5
3BW + + - -+ -+ - - + |+ |+ |+ |+ ]| - - - - + | - - -+ | - - - + + - - + +
5B WL + + -+ -+ ]+ - S e O O I e e O O O e e e s O - |+ + + - - + +
16BWL | + + + |+ |+ | - |+ |+ |+ -+ |+ ]+ |+ - - - -+ |+ -+ - - |+ + + + + + +
19BWL | + + + |+ |+ | - |+ |+ |+ -+ |+ ]+ |+ - - - -+ |+ -+ - - |+ + + + + + +
10B JZ - - - -+ | - - - - - - - - - - - - -+ -+ -+ - + + - + + +
17B JZ - - + |+ |+ |+ | - -] - - -] - - -] - - - -+ -] - - -+ | - - + - - + + +
20B JZ - - + |+ |+ | + | - - - - - - - - - - - -+ - |+ - - + - - + + +
29B JZ - - - + | + | + - - - - - - - - - - - - + - + |+ |+ | + | + - - - - + + +

Tabela 4.84 Porownanie profili biatkowych wybranych ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-
zimowym uzyskanych metoda Urea-PAGE

Masy czasteczkowe [KDa]
A B C D E F |G H | J K L M| N]|]O P Q | R S T UulVvV W] XY Z | AA

Lp. 198 | 87 | 65 | 54 | 51 |49 | 48 | 43 |39 |36 |34 |32 |29 |28 |27 |26 |25 |22 |20 (19|18 |17 |16 |13 |12 | 10 9
2Z WL + - + + + + + + + + - - - + + + + - - + + + - - - +
47 WL + + + + + + + + + + - + - + + + + - - + + + - - - - +
16Z WL + + + + + + + + + + + + + - + - + + + + + + + + + + +
18Z WL + + + + + - - - + + + + + - + - + + + + + + + + + + +
297 JZ - - + + + - - - - - - - - - + + + + + - - + - - + + -
302 JZ - - + + + - - - - - - - - - + + + + + - - + - + + + -
322 JZ - + + + + - - + - - - - - - + + + + + - - + - + + + -
332 JZ - + + + + - - - - - - - - - + + + - + - - + - - + + -
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4.7. ldentyfikacja fosfoprotein ekstraktéw plemnikowych bialego i Zéltego nasienia
w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym metodami spektrometrii mas
na podstawie elektroforegraméw uzyskanych metodami SDS-PAGE i 2D-
PAGE

Tak jak w przypadku plazm nasienia, przeprowadzono rozdziaty elektroforetyczne
metodami SDS-PAGE i 2D-PAGE fosfoprotein ekstraktow plemnikowych nasienia biatego
i zOtego w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym, ktore nastepnie wykorzystano

do spektrometrycznej identyfikacji biatek.

W profilach fosfoproteinowych ekstraktow plemnikowych jedynie frakcja o masie
58 kDa wystepowata w proteomie kazdego osobnika (Rycina 4.25, Rycina 4.26, Rycina
4.27, Rycina 4.28, Tabela 4.85, Tabela 4.86, Tabela 4.87, Tabela 4.88). Biatkami
charakterystycznymi dla ekstraktow plemnikowych z biatego nasienia, niezaleznie od pory
roku, byly te 0 masach czasteczkowej rownych 126, 52, 51, 41, 35, 28, 26 i 17 kDa (Rycina
4.25, Rycina 4.26, Tabela 4.85, Tabela 4.86), a zottych 237, 176, 147, 135, 100, 75, 55, 47,
38, 33, 31 i 21 kDa (Rycina 4.27, Rycina 4.28, Tabela 4.87, Tabela 4.88). Z kolei po
wzigciu pod uwage okresu pobrania nasienia, wykazano, ze frakcje biatkowe
charakterystyczne dla sezonu wiosenno-letniego miaty masy 237, 147, 100, 75, 55, 47, 41,
40, 35, 33, 29, 23, 18, 17, 15 i 13 kDa (Rycina 4.25, Rycina 4.27, Tabela 4.85, Tabela
4.87). W sezonie jesienno-zimowym byly to te 0 masach 176, 135, 51 i 28 kDa (Rycina
4.26, Rycina 4.28, Tabela 4.86, Tabela 4.88). Dwa biatka wysokoczasteczkowe o masach
246 1 105 kDa obserwowano zaréwno w biatych plemnikach i1 niezaleznie od sezonu jak
I w zottych plemnikach podczas sezonu jesienno-zimowego. Dwie kolejne frakcje
wystepowaty w plemnikach nasienia zottego niezaleznie od pory roku z czego jedna byta
obecna rowniez w plemnikach biatych w sezonie WL — 49 kDa, a druga o masie 11 kDa
w plemnikach biatych, ale w sezonie JZ (Rycina 4.25, Rycina 4.26, Rycina 4.27, Rycina
4.28, Tabela 4.85, Tabela 4.86, Tabela 4.87, Tabela 4.88). Charakterystyczne dla
plemnikéw z bialego nasienia w sezonie wiosenno-letnim byly polipeptydy o masach
czasteczkowych rownych 71 (C), 41 (H), 40 (1), 35 (J) oraz 17 kDa (R) (Rycina 4.25, Tabela
4.85), a dla tych pobranych podczas sezonu jesienno-zimowego biatko o masie 126 kDa (B)
(Rycina 4.26, Tabela 4.86). Z kolei rozdziat biatek plemnikow z nasienia z YSS podczas
sezonu wiosenno-letniego uwidaczniat frakcje o masach 237 (A), 147 (B), 100 (C), 75 (D)
i 33 kDa (M) (Rycina 4.27, Tabela 4.87), natomiast podczas chtodniejszego okresu - biatka
0 masach 176 (B) i 135 kDa (C) (Rycina 4.28, Tabela 4.88). Czerwonymi ramkami
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oznaczono prazki, ktore zostalty poddane identyfikacji metoda spektrometrii mas Nano LC-
MS/MS (Rycina 4.25, Rycina 4.26, Rycina 4.27).

Potwierdzeniem roznic wystepujacych pomiedzy danymi grupami sg S$rednie
warto$ci gestosci optycznych (OD) poszczegélnych prazkéow przedstawione ponizej
(Tabela 4.89, Tabela 4.90). Wyniki identyfikacji wyizolowanych fosfoprotein ekstraktow
plemnikowych pochodzacych z nasienia indora za pomocg spektrometrii mas Nano LC-

MS/MS zostaty umieszczone w Tabeli 4.91.
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Rycina 4.25 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych biatego nasienia indoréw
W sezonie wiosenno-letnim uzyskany metoda SDS-PAGE
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Rycina 4.26 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatow indorow
W sezonie jesienno-zimowym uzyskany metoda SDS-PAGE
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Tabela 4.85 Porownanie profili biatkowych SDS-PAGE wybranych ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatéw indorow w sezonie wiosenno-letnim

Masy czasteczkowe [KDa]

A B C D E F G H | J K L M N O] P Q R S T U V
Lp. 246 106 71 58 52 49 43 41 40 35 32 29 27 26 25 23 18 17 16 15 13 9
2BW - + + + + + + + + - - + + - + + - - + + + -
3B WL - + + + + - + - - - - + - - - - - - - - + +
5B WL - + + + + + + - - - - + + - + - - - - + + +
9B WL + - - + + + + - + + + + - - + + + + + + + +
11B WL - - + + + - + + - + - - + + - - - - - - + +
18B WL + + + + + + + + + + + + + - + + + + + + + +
20B WL - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -
21B WL - + + + - + - - + - - - + - + + + - + + + -
25B WL - + + + + + + + - + + + + + + + - - - + + +
Tabela 4.86 Porownanie profili biatkowych SDS-PAGE wybranych ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatéw indoréw w sezonie jesienno-zimowym
Masy czasteczkowe [KDa]
A B C D E F G H [ J K L M N
Lp. 246 126 106 71 58 51 43 32 28 26 25 16 11 9
26B J + - + - + - - + - - + i T +
30BJz - - - - + + - - - - + - + db
35B JZ + - - - + + + - + + + + + +
41B JZ + - + - + + + - + + + + + +
43B JZ - - - - 1p - - - + + + - + +
45B JZ - - - - + + + + + + + - - +
47B JZ + - - - + + + - + + + + + +
49B JZ - - - - + + + - + - + - + +
50B JZ + + + + + + + - + + + + + -
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Rycina 4.27 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow indoréw
W sezonie wiosenno-letnim uzyskany metoda SDS-PAGE
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Rycina 4.28 Profil fosfoprotein wybranych ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow indorow
W sezonie jesienno-zimowym uzyskany metoda SDS-PAGE
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Tabela 4.87 Porownanie profili biatkowych SDS-PAGE wybranych ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow indorow w sezonie wiosenno-letnim

Masy czasteczkowe [kDa

A B C D | E F|IG|H I J KILIMINJ]O|IP|IQ|R|S|T|JU]JV I IW]|X Y Zz

Lp. 237 | 147 |1 100 | 75 | 71 | 58 | 55 | 49 | 47 | 43 | 40 | 38 |33 |32 |31 |29 |27 | 25|23 |21 |18 |16 | 15|13 | 11 9
2Z WL + + + - - + + + + - + - - - - - + - - - - + -
4Z WL + + + - - + + + + - + - - - - - - + - - - - + - + -
5Z WL + + + - - + + + + - + - - - + - + - - - - - - - + -
6Z WL + + + - - + + + + - + + + + - + + + + + + + + + + +
14Z WL + + + - - + + + + + + + - - + + + + + - - - + - + -
17Z WL + + + + + + + + + + + + + - + + + + + + - + + + + +
18Z WL + + + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ - - + | + | + | + + | + - - + + + +
22Z WL + + + - - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ - - + | + | + | + + |+ | + | + - + + +
23Z WL + + + + - + + + + + + + - - + + + + + - + + + + - +

Tabela 4.88 Porownanie profili biatkowych SDS-PAGE wybranych ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatéw indoréw w sezonie jesienno-zimowym

Masy czasteczkowe [KDa]

A B C D E F G H | J K L M N 0] P

Lp. 246 176 135 106 71 58 49 43 38 31 27 25 21 16 11 9
26Z ] + - - + - + + + + - + + + + + +
272 )7 + - - - + + + - - + + + + + +
2872 JZ + - - - + + - - - - + + + + + +
302 JZ + - - - - + + + + + + + - - + +
317237 + + - + - + + + + + + + - - + +
327237 + - - + + + + + + + + + - + + +
33237 + - + + + + + + + + + + - + + +
34737 + - - + - + + + + + + + - + - +
352 JZ + - - + - + + + + + + + - + - +
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Tabela 4.89 Srednie wartoéci gestosci optycznej (OD) wybranych do identyfikacji frakcji
biatkowych ekstraktéw plemnikowych pochodzacych z bialego i zéltego nasienia niezaleznie od
wyznaczonych sezonow

Ekstrakty plemnikowe z nasienia

Ekstrakty plemnikowe z nasienia

e bialego 70ltego
15 0,37 0,49
16 0,38 0,45
17 0,34 0,41
18 0,34 0,42
19 0,35 0,45
23 0,33 0,27

Tabela 4.90 Srednie warto$ci gestosci optycznej (OD) wybranych do identyfikacji frakcji
biatkowych ekstraktow plemnikowych pochodzacych z nasienia pobranego w sezonach wiosenno-

letnim i jesienno-zimowym bez uwzgle¢dniania wystgpowania syndromu zo6ttego nasienia

Bialko Sezon wiosenno-letni

Sezon jesienno-zimowy

15 0,50 0,32
16 0,45 0,23
17 0,44 0,27
18 0,43 0,31
19 0,52 0,28
20 0,38 0,25
21 0,33 0,16
22 0,29 0,24
23 0,32 0,28
24 0,36 0,25
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Tabela 4.91 Wyniki identyfikacji fosfoprotein pochodzacych z ekstraktow plemnikowych uzyskanych metodami SDS-PAGE oraz Nano LC-MS/MS

15 | Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 116 44 3511
Lancuch beta-1 tubuliny TBB1 Gallus gallus 50377 82 33 2149
Lancuch beta-2 tubuliny TBB2 Gallus gallus 50377 82 20 2149
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 81 19 2117
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 78 22 2046
Albumina ALB Gallus gallus 71868 31 17 1258
Lancuch alfa-4 tubuliny (fragment) TBA4 Gallus gallus 36483 22 26 969
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPAS8 Gallus gallus 71011 23 19 760
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 17 25 735
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 10 9 637
Kinaza kreatynowa typu S (forma mitochondrialna) CKMT2 Gallus gallus 52 kDa 47510 9 8 569
Lancuch alfa-2 tubuliny TBA2 Gallus gallus 50450 16 16 552
Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanatu jonowego VDAC2 Meleagris gallopavo 30162 6 8 327
Biatko z rodziny polipeptydéw posiadajacych domeng EF EFHC2 Gallus gallus 87461 3 3 146
Biatko 2 zewnetrznego widkna osiowego plemnika ODF2 Gallus gallus 96467 3 3 132
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 2 4 107
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 2 4 107
Podjednostka beta syntazy ATP (forma mitochondrialna) ATP5F1B Gallus gallus 56650 2 2 87
Biatko szoku termicznego 90 kDa :ggggﬁgi Gallus gallus ggég? 2 1 77
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 2 2 69
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 58434 2 2 63

16 | Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 275 64 9253
Lancuch beta-2 tubuliny TBB2 Gallus gallus 50377 1 53 52
Lancuch beta-7 tubuliny TBB7 Gallus gallus 50095 204 55 5863
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 51 kDa 50395 146 55 4734
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 151 30 4344
Lancuch alfa-4 tubuliny (fragment) TBA4 Gallus gallus 36483 34 26 1516
Lancuch alfa-5 tubuliny TBAS Gallus gallus 50715 43 27 1299
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Lancuch alfa-2 tubuliny TBA2 Gallus gallus 50450 23 12 879
Podjednostka beta syntazy ATP (forma mitochondrialna) ATP5F1B Gallus gallus 56650 8 14 321
Kinaza fosfoglicerynianowa PGK Gallus gallus 45087 1 3 68
Albumina ALB Gallus gallus 51 kDa 71868 5 4 186
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 2 9 127
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 2 2 62
Proteaza cysteinowa ATG4B ATG4B Gallus gallus 45186 1 44
17 | Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 156 57 5103
Lancuch beta-2 tubuliny TBB2 Gallus gallus 50377 124 39 3524
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 93 52 2781
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 87 5 2738
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 21 1150
Lancuch alfa-4 tubuliny (fragment) TBA4 Gallus gallus 36483 18 26 871
Albumina ALB Gallus gallus 71868 24 18 861
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 11 15 651
Lancuch alfa-2 tubuliny TBA2 Gallus gallus 50450 14 19 532
Kinaza kreatynowa podtyp S (forma mitochondrialna) CKMT?2 Gallus gallus 47510 8 17 496
Podjednostka beta syntazy ATP (forma mitochondrialna) ATP5F1B Gallus gallus 56650 14 24 401
Biatko 2 aniono i napieciozaleznego kanatu jonowego VDAC?2 Meleagris gallopavo 30162 4 18 260
Biatko szoku termicznego 70 kDa HSP70 Gallus gallus 69936 9 12 247
Biatko z rodziny polipeptydéw posiadajacych domene EF EFHC2 Gallus gallus 49 kDa 87461 5 3 240
Biatko 2 zewnetrznego widkna osiowego plemnika ODF2 Gallus gallus 96467 3 6 181
Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA Gallus gallus 74025 1 2 46
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 2 2 70
Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Gallus gallus 73285 9 2 240
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 2 3 107
ACTAl 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 1 4 71
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 42151
Biatko chaperonowe 70 (forma mitochondrialna) HSPA9 Gallus gallus 73432 1 1 51
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 58434 1 2 48
Cytochrom C CYC Gallus gallus 11817 1 12 45
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Meleagris gallopavo 49 kDa 11817 1 12 45
18 | Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 86 49 2577
Albumina ALB Gallus gallus 71868 59 53 2460
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 42 33 2208
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 58 22 1724
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 50 24 1650
Lancuch alfa-1 tubuliny TBA1 Gallus gallus 46385 33 38 1175
Kinaza kreatynowa typu S (forma mitochondrialna) CKMT?2 Gallus gallus 47510 13 26 691
Lancuch alfa-4 tubuliny (fragment) TBA4 Gallus gallus 36483 10 22 563
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 7 15 486
Biatko szoku termicznego 70 kDa HSP70 Gallus gallus 43 kDa 69936 9 11 230
Biatko 2 aniono i napi¢ciozaleznego kanatu jonowego VDAC?2 Meleagris gallopavo 30162 4 15 209
Aktyna (forma cytoplazmatyczna 2) ACTG1 Gallus gallus 42108 3 9 159
Amlnotrans_feraza aspraginianowa (forma GOT?2 Gallus gallus 47496 3 6 147
mitochondrialna)
Biatko z rodziny polipeptydéw posiadajacych domene EF EFHC2 Gallus gallus 87461 2 3 93
Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA Gallus gallus 74025 2 2 91
Podjednostka beta syntazy ATP (forma mitochondrialna) ATP5F1B Gallus gallus 56650 2 5 86
Kinaza fosfoglicerynianowa PGK Gallus gallus 45087 1 3 68
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 2 2 66
Biatko chaperonowe 70 (forma mitochondrialna) HSPA9 Gallus gallus 73432 1 1 51
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 58434 1 4 46
19 | Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 55 23 2758
Albumina ALB Gallus gallus 71868 42 51 1592
Kinaza kreatynowa podtyp S (forma mitochondrialna) CKMT2 Gallus gallus 47510 39 30 1333
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 36 33 1005
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 25 19 693
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 24 32 631
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 46134 9 9 442
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 40 kDa 38724 5 15 328
Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanatu jonowego VDAC?2 Meleagris gallopavo 30162 4 20 204
Ar_mnotrans_feraza aspraginianowa (forma GOT?2 Gallus gallus 47496 7 13 177
mitochondrialna)
ACTA1 42366
Aktyna ACTA2 Gallus gallus 42367 2 4 110
ACTB 42052
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ACTC 42334
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 40 kDa 42151
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 1 5 86
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 1 4 82
Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA Gallus gallus 74025 1 1 46
20 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 58 47 2535
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 32 22 1388
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 27 37 780
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPAS8 Gallus gallus 71011 20 26 719
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 14 14 422
Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanatu jonowego VDAC2 Meleagris gallopavo 30162 8 31 410
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 14 41 365
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 4 15 295
Lancuch alfa-5 tubuliny TBAS Gallus gallus 50715 6 12 273
Biatko chaperonowe 70 (forma mitochondrialna) HSPA9 Gallus gallus 73432 9 10 272
Biatko 27A rybosomu 40s skoniugowanego z ubikwityna RPS27A Gallus gallus 18310 4 39 214
Poliubikwityna B UBB Gallus gallus 34348 4 13 214
Kinaza kreatynowa podtyp S (forma mitochondrialna) CKMT2 Gallus gallus 47510 3 5 180
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 29 kDa 43129 3 5 156
Biatko szoku termicznego 90 kDa HSPI0AAL Gallus gallus 84406 > 6 143
HSP90AB1 83717 5 6 143
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 2 14 123
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 3 7 106
Podjednostka beta syntazy ATP (forma mitochondrialna) ATP5F1B Gallus gallus 56650 3 8 105
ESE;;S/ r:}c;;:}l;ewel!?woprotemowa A dehydrogenazy SDHA Gallus gallus 74025 1 2 99
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 2 4 91
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 2 4 91
Syntaza kwaséw tluszczowych FASN Gallus gallus 277630 2 1 75
Radyksyna RDX Gallus gallus 68626 2 1 72
Biatko 50A kontrolujace cykl komérkowy TMEM30A Gallus gallus 41821 2 2 72
Czynnik elongacyijny Il EEF2 Gallus gallus 96343 1 2 69
Gamma- glutamylotransferaza 2 biatko-glutamina TGM2 Gallus gallus 79118 1 2 68
ATPaza 13a4 transportujaca kationy ATP13A4 Gallus gallus 135682 2 1 68
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Mitochondrialny antyport H*/Ca?* LETM1 Gallus gallus 86422 1 1 54
Gelsolina GSN Gallus gallus 29 kDa 86120 1 1 46
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 46134 1 3 46
21 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 72 42 2853
Biatko 2 aniono i napieciozaleznego kanatu jonowego VDAC?2 Meleagris gallopavo 30162 21 42 1052
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 18 28 1038
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 33 45 848
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 12 20 722
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 22 43 523
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 19 19 503
Kinaza kreatynowa typu S (forma mitochondrialna) CKMT?2 Gallus gallus 47510 7 14 412
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 8 11 330
Apolipoproteina A 1 APOALl Gallus gallus 30661 10 15 301
Lancuch alfa-4 tubuliny (fragment) TBA4 Gallus gallus 36483 6 21 301
ACTA1 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 4 9 217
ACTG 42108
ACTG2 24 kDa 42249
ACT5 42151
Kinaza fosfoglicerynianowa PGK Gallus gallus 45087 5 15 180
Podjednostka beta syntazy ATP (forma mitochondrialna) ATP5F1B Gallus gallus 56650 6 13 171
Mutaza fosfoglicerynianowa 1 PGAM1 Gallus gallus 29051 3 21 154
Podjednc_)stka ze_lazowo—sw}rkowa de_hydrogenazy SDHB Gallus gallus 33374 4 9 146
bursztynianowej (forma mitochondrialna)
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 3 3 132
Lancuch alfa-2 tubuliny TBA2 Gallus gallus 50450 4 9 127
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 3 9 114
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 3 11 111
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 3 11 111
Biatko z rodziny polipeptydow posiadajacych domene EF EFHC2 Gallus gallus 87461 2 1 105
Biatko 18 towarzyszace spermatogenezie SPATAIS8 Gallus gallus 54997 1 3 99
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 58434 2 6 92
Biatko 2 zewnetrznego widkna osiowego plemnika ODF2 Gallus gallus 96467 1 2 92
Biatko szoku termicznego 90 kDa HSP90AB1 Gallus gallus 83717 2 3 85
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Anhydraza weglanowa-2 CA2 Gallus gallus 29388 1 2 83
Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA Gallus gallus 74025 1 2 83
Biatko RAB10 z podrodziny Ras RAB10 Gallus gallus 22763 2 5 82
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 1 4 82
qujednostlfa Rieske kompleksu cytochromu b-c1 (forma UQCRFS1 Gallus gallus 29710 1 7 81
mitochondrialna)
Dehydrogenaza mleczanowa (fancuch B) LDHB Gallus gallus 36694 1 3 74
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 2 2 69
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPAS Gallus gallus 71011 1 3 68
ATPaza 13A4 transportujaca kationy ATP13A4 Gallus gallus 135682 2 1 gg
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 24 kDa 46134 1 5 67
Czynnik elongacyjny 11 EEF2 Gallus gallus 96343 1 2 (753
Podjednostka eta biatka 1 T-kompleksu CCT7 Gallus gallus 60881 1 4 66
ATP-zalezna helikaza RNA DDX1 DDX1 Gallus gallus 83458 1 2 65
Izomeraza triozofosforanowa TPI1 Gallus gallus 26832 2 6 80
Biatko 27A rybosomu 40s skoniugowanego z ubikwityna RPS27A Gallus gallus 18310 1 23 93
Poliubikwityna B UBB Gallus gallus 34348 1 7 93
S-transferaza glutationowa GST Gallus gallus 25282 2 10 60
Peroksyredoksyna-1 PRDX1 Gallus gallus 22529 2 5 65
Podjednostka zeta biatka 1 T-kompleksu CCT6 Gallus gallus 58008 1 2 50
Aldolaza C fruktozo-bisfosforanowa ALDOC Gallus gallus 14543 1 4 49
Biatko RhoC wigzace GTP RHOC Gallus gallus 22301 1 8 44
22 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 95 76 4252
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 37 50 1241
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 17 26 986
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 25 22 833
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 15 34 818
Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanatu jonowego VDAC2 Meleagris gallopavo 18 kDa 30162 16 46 807
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 27 28 791
Kinaza kreatynowa podtyp S (forma mitochondrialna) CKMT2 Gallus gallus 47510 9 19 580
Lancuch alfa-4 tubuliny (fragment) TBA4 Gallus gallus 36483 11 22 553
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 6 11 225
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 4 5 171
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 5 11 171
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Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPA8 Gallus gallus 71011 4 11 150
Ammotrans_feraza aspraginianowa (forma GOT?2 Gallus gallus 47496 3 5 149
mitochondrialna)
Biatko 27A rybosomu 40s skoniugowanego z ubikwityna RPS27A Gallus gallus 18310 3 44 143
Poliubikwityna B UBB Gallus gallus 34348 3 14 143
Biatko 4 wigzace retinol RBP4 Gallus gallus 22843 3 21 134
qujednostka Rieske kompleksu cytochromu b-c1 (forma UQCRFS1 Gallus gallus 29710 5 13 195
mitochondrialna)
Biatko RAP1B z rodziny Ras RAP1B Gallus gallus 21040 4 13 123
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 3 6 122

ACTAl 42366

ACTA2 42367

ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 2 4 122

ACTG 42108

ACTG2 42249

ACT5 42151
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 18 kDa 58434 3 9 111
Biatko 20 towarzyszace witce CFAP20 Gallus gallus 22905 3 15 106
Biatko szoku termicznego 90 kDa :ggggﬁgi Gallus gallus ggégg g 1 182
Transtyretyna TTR Gallus gallus 16356 2 8 102
Homolog biatka 42 kontrolujacy podziaty komorkowe CDC42 Gallus gallus 21601 2 10 82
Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Gallus gallus 73285 1 2 80
Podjgdnostka .katalltyczna beta fosfatazy PP1 serynowo- PPP1CB Gallus gallus 37961 1 3 78
treoninowej biatek
GTPaza HRAS HRAS 21694
GTPaza NRAS NRAS Gallus gallus 21550 ! 6 74
Deglikaza DJ-1 biatek/kwasé6w nukleinowych PARKY Gallus gallus 20159 1 7 69
Kinaza fosfoglicerynianowa PGK Gallus gallus 45087 1 4 61
Podjednostka alfa-2 acetylohydrolazy IB czynnika
o y‘wujqcego iyl (P A‘;) ydrolazy It czy PAFAH1B2 Gallus gallus 25665 2 3 60
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Gallus gallus 35909 1 7 58
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego GAPDH Meleagris gallopavo 25065 1 7 58
Aminotransferaza asparaginowa (forma cytoplazmatyczna) GOT1 Gallus gallus 46134 1 3 58
Peroksyredoksyna-1 PRDX1 Gallus gallus 22529 1 5 57
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Apolipoproteina A 1 APOA1 Gallus gallus 30661 1 4 56
Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA Gallus gallus 18 kDa 74025 1 4 53
Lancuch ciezki ferrytyny FTH Gallus gallus 21249 1 6 47
23 | Albumina ALB Gallus gallus 71868 70 62 3019
Lancuch beta-3 tubuliny TBB3 Gallus gallus 50285 55 49 1701
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 21 35 1121
Lancuch beta-5 tubuliny TBB5 Gallus gallus 50395 29 19 992
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 16 26 982
Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Gallus gallus 50844 29 20 889
Kinaza kreatynowa podtyp S (forma mitochondrialna) CKMT?2 Gallus gallus 47510 11 23 758
Biatko 2 aniono i napi¢ciozaleznego kanatu jonowego VDAC?2 Meleagris gallopavo 30162 14 52 755
Lancuch alfa-4 tubuliny (fragment) TBA4 Gallus gallus 36483 9 22 465
qujednostka Rieske kompleksu cytochromu b-c1 (forma UQCRFS1 Gallus gallus 29710 6 13 359
mitochondrialna)
Biatko 20 towarzyszgce witce CFAP20 Gallus gallus 22905 9 44 307
Biatko 27A rybosomu 40s skoniugowanego z ubikwityng RPS27A Gallus gallus 18310 5 63 255
Poliubikwityna B UBB Gallus gallus 34348 5 20 255
Biatko RAP1B z rodziny Ras RAP1B Gallus gallus 15 kDa 21040 7 13 226
Lancuch ciezki ferrytyny FTH Gallus gallus 21249 7 19 209
Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA Gallus gallus 74025 5 13 194
Biatko 4 wiazace retinol RBP4 Gallus gallus 22843 3 16 176
Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Gallus gallus 11525 5 11 153
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL Gallus gallus 46929 3 5 142
Transtyretyna TTR Gallus gallus 16356 2 8 126
Lizozym G LYG Gallus gallus 23565 3 8 125
Owotransferyna TRFE Gallus gallus 79551 2 1 102
Biatko wiazace ostong przejrzysta 1 ZPBP1 Gallus gallus 36910 4 6 98
Podjednostka teta biatka 1 T-kompleksu CCT8 Gallus gallus 60017 2 6 95
Apolipoproteina A 1 APOAl Gallus gallus 30661 3 9 93
Biatko wiazace kwasy tluszczowe FABP7 Gallus gallus 15031 1 16 86
Homf)log biatka 42 odpowiadajacego za podziaty cDCA42 Gallus gallus 21601 2 10 84
komorkowe
Kalmodulina %’ékﬂl\f Gallus gallus 12853 1 11 82
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Gallus gallus 43529 1 4 82
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Podjednostka katalityczna beta fosfatazy PP1 serynowo-

. L PPP1CB Gallus gallus 37961 1 3 79
treoninowej biatek
ACTAl 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 2 4 78
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 15 kDa 42151
GTPaza HRAS HRAS 21694
GTPaza NRAS NRAS Gallus gallus 21550 ! 6 61
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 1 9 54
Bia%kQ z rodziny 2 rozpuszczalnych transporterow, SLC2A3 Gallus gallus 54539 1 5 54
utatwiajace transport glukozy
Amlnotrans_feraza aspraginianowa (forma GOT? Gallus gallus 47496 1 2 51
mitochondrialna)
Podjednostka alfa-2 acetylohydrolazy 1B czynnika
o iju acogo plyik (P A3{:) yarolazy b czy PAFAH1B2 Gallus gallus 25665 1 3 47
24 TBB3 50285 303 69 9548
TBB2 50377 285 54 9083
Lancuch beta tubuliny TBB7 Gallus gallus 50095 212 57 6075
TBB4 50844 134 30 4023
TBB5 50395 119 24 3740
Lancuch alfa tubuliny $222 Gallus gallus 221;2 gg gg igé?
Podjednostka beta syntazy ATP (forma mitochondrialna) ATP5F1B Gallus gallus 13 kDa 56650 38 47 1306
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Gallus gallus 43129 22 31 1172
Alfa enolaza ENO1 Gallus gallus 47617 19 30 1039
Lancuch alfa-2 tubuliny TBA2 Gallus gallus 50450 23 17 873
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPAS8 Gallus gallus 71011 22 27 793
Kinaza kreatynowa podtyp S (forma mitochondrialna) CKMT2 Gallus gallus 47510 12 23 668
Biatko szoku termicznego 70 kDa HSP70 Gallus gallus 69936 13 14 364
Akrozyna ACR Meleagris gallopavo 38724 6 15 359
Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanatu jonowego VDAC2 Meleagris gallopavo 30162 5 15 230
Biatko 2 zewnetrznego widkna osiowego plemnika ODF2 Gallus gallus 96467 4 2 177
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Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA Gallus gallus 74025 2 2 160
ACTAl 42366
ACTA2 42367
ACTB 42052
Aktyna ACTC Gallus gallus 42334 3 4 147
ACTG 42108
ACTG2 42249
ACT5 42151
Biatko z rodziny polipeptydéw posiadajacych domene EF EFHC2 Gallus gallus 13 kDa 87461 2 3 124
Biatko 27A rybosomu 40s skoniugowanego z ubikwityna RPS27A Gallus gallus 18310 2 47 109
Poliubikwityna B UBB Gallus gallus 34348 2 15 109
Kinaza pirogronianowa PKM Gallus gallus 58434 3 9 105
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Gallus gallus 50467 3 7 102
Czynnik NHE-RFI1 regulujacy wymiane jonéw Na*/H* NHERF1 Gallus gallus 36011 1 6 92
Dehydrogenaza jablczanowa (forma cytoplazmatyczna) MDH1 Gallus gallus 36748 2 5 76
Biatko chaperonowe 70 (forma mitochondrialna) HSPA9 Gallus gallus 73432 1 1 57
Kinaza fosfoglicerynianowa PGK Gallus gallus 45087 1 3 54
Izomeraza triozofosforanowa TPI1 Gallus gallus 26832 1 48
Radyksyna RDX Gallus gallus 68626 1 1 47
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Dzigki zastosowaniu analizy elektroforegramow 2D-PAGE  ekstraktow
plemnikowych pochodzacych z nasienia indoréw wybrano 5 frakcji biatkowych, ktore
poddano identyfikacji przy pomocy metody MALDI-TOF/TOF (Rycina 4.33, Rycina 4.34,
Rycina 4.35, Rycina 4.36). Wybor biatek byt podyktowany Srednimi warto$ciami gestosci
optycznych danych frakcji biatkowych (Tabela 4.92, Tabela 4.93). Rozdziaty
elektroforetyczne 2D-PAGE biatek plemnikowych byty jeszcze trudniejsze i1 sprawiaty
wiecej komplikacji niz rozdziaty biatek plazmowych. Plemniki, w wyniku poddawania
nasienia obrobce technologicznej i dzialania na nie detergentami, zbijaly si¢ w trudno
rozpuszczalne osady. Mimo wielu prob, biatka rozdzielaty si¢ tworzac poziome pasy
widoczne w szczegolnosci na elektroforegramach $wiezych ekstraktow plemnikowych
Kolejne podejmowane proby zmiany ilo$ci nanoszonego biatka czy warunkow rozdziatu nie
przynosily zadowalajacych rezultatow (Rycina 4.29, Rycina 4.30, Rycina 4.31, Rycina
4.32).

Wyniki identyfikacji wyizolowanych fosfoprotein ekstraktow plemnikowych
pochodzacych z nasienia indora za pomocg spektrometrii mas metoda MALDI-TOF/TOF

zostaly umieszczone w Tabeli 4.94.
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Rycina 4.29 Elektroforeza 2D-PAGE ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatow w sezonie
wiosenno-letnim
26 — 7,4 kDa, pl 8,15; 27 — 40,9 kDa, pl 7,44; 29 — 15,4 kDa, pl 4,24; 30 — 27,5 kDa, pl 9,46; 32 —
71,4 kDa, pl 3,11
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Rycina 4.30 Elektroforeza 2D-PAGE ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatow w sezonie
jesienno-zimowym
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Rycina 4.31 Elektroforeza 2D-PAGE ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatdéw w sezonie
wiosenno-letnim
26 - 7,4 kDa, pl 8,15; 27 — 40,9 kDa, pl 7,44; 29 — 15,4 kDa, pl 4,24
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Rycina 4.32 Elektroforeza 2D-PAGE ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow w sezonie
jesienno-zimowym
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Rycina 4.33 Elektroforeza 2D-PAGE fosfoprotein ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatow
w sezonie wiosenno-letnim

26 — 7,4 kDa, pl 8,15; 27 — 40,9 kDa, pl 7,44; 29 — 15,4 kDa, pl 4,24; 30 — 27,5 kDa, pl 9,46; 32 —
71,4 kDa, pl 3,11
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Rycina 4.34 Elektroforeza 2D-PAGE fosfoprotein ekstraktow plemnikowych biatych ejakulatow
W sezonie jesienno-zimowym
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Rycina 4.35 Elektroforeza 2D-PAGE fosfoprotein ekstraktow plemnikowych zéttych ejakulatow
W sezonie wiosenno-letnim
29 — 15,4 kDa, pl 4,24
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Rycina 4.36 Elektroforeza 2D-PAGE fosfoprotein ekstraktow plemnikowych zottych ejakulatow
W sezonie jesienno-zimowym
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Tabela 4.92 Srednie wartoéci gestosci optycznej (OD) wybranych do identyfikacji frakcji
biatkowych ekstraktéw plemnikowych pochodzacych z bialego i zéltego nasienia niezaleznie od
wyznaczonych sezonéw

Bialko Ekstrakty plemnikowe biale Ekstrakty plemnikowe zolte

26 0,35 0,46
27 0,07 0,24
29 0,18 0,14
30 0,26 0,20
32 0,15 0,28

Tabela 4.93 Srednie warto$ci gestosci optycznej (OD) wybranych do identyfikacji frakcji
biatkowych ekstraktow plemnikowych pochodzacych z nasienia pobranego w sezonach wiosenno-
letnim i jesienno-zimowym bez uwzgle¢dniania wystgpowania syndromu zo6ttego nasienia

Bialko Sezon wiosenno-letni Sezon jesienno-zimowy

26 0,47 0,34
27 0,23 0,07
30 0,26 0,21
32 0,32 0,10

150



Tabela 4.94 Wyniki identyfikacji fosfoprotein pochodzacych z ekstraktow plemnikowych uzyskanych metodami 2D-PAGE oraz MALDI-TOF/TOF

26 | Proakrozyna ACR Meleagris gallopavo 7 400 38 724 2 101

27 | Kinaza keratynowa podtyp B CKB Meleagris gallopavo 40 900 42 982 3 265

29 | Lancuch beta-4 tubuliny TBB4 Meleagris gallopavo 15 400 42 277 3 149

3g | Biatko 2 aniono i napigeiozaleznego VDAC2 | Meleagris gallopavo | 27 500 30 162 1 158
kanatu jonowego

32 | Albumina ALB Meleagris gallopavo 71 400 71740 2 100

“ score istotny statystycznie wynosi >60
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4.8. Immunodetekcja fosfoprotein bialych i zéltych plazm nasienia indoréw

podczas sezon6w wiosenno-letniego i jesienno-zimowego

Przy pomocy metod Western- i Immunoblotting potwierdzono, ze zaréwno rodzaj
nasienia, jak i trwajacy sezon, znaczaco wptywaja na profil ekspresji fosfoprotein plazm
nasienia oraz plemnikoéw indora. Profile fosforylacji biatek plazm nasienia pochodzacych
z ejakulatow biatych (Rycina 4.37, Rycina 4.38, Rycina 4.39) i zéitych (Rycina 4.40,
Rycina 4.41, Rycina 4.42) byty czeSciowo zbiezne, zwlaszcza jesli chodzi o fosfoproteiny
niskoczasteczkowe. W  zoltym nasieniu wykazano znacznie wigksza liczbe
ufosforylowanych fosfoprotein o masach czasteczkowych pomigdzy 60 a 20 kDa. Dzigki
zastosowaniu metod Western i Immunoblotting w plazmach potwierdzono obecno$é¢
fosfoprotein o masach 106, 76, 69, 41, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 16, 11 i 7 kDa.

Analiza gestosci optycznej wybarwionych frakcji wykazata, Zze wybrane biatka
obecne w plazmie nasienia biatlego 0 masach 106, 76, 69, 41, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 16
i 7kDa podlegaty silniejszemu ufosforylowaniu reszt tyrozylowych w pordéwnaniu
z biatkami z plazm nasienia zoéttego. Ponadto, polipeptydy o masach czasteczkowych 106,
41 31 i 30 kDa ulegaly statystycznie istotnie Silniejszej fosforylacji reszt treoninowych
W plazmie nasienia bialego. Jedynym wyjatkiem bylo biatko o masie 20 kDa, ktore
prezentowato silniejszy stopien fosforylacji reszt treonylowych w nasieniu zottym (Tabela
4.95). Sezon wiosenno-letni wplywatl na intensywniejsza fosforylacj¢ reszt serynowych
w biatkach 41, 28, 27, 20 1 16 kDa bez wzgledu na rodzaj nasienia. Trzy z uprzednio
wymienionych polipeptydow, tj. 28, 27 1 20 kDa, oraz biatko o masie 11 kDa ulegaly istotnie
silniejszej fosforylacji reszt tyrozylowych. Z kolei polipeptyd o masie czasteczkowej okoto
26 kDa wykazywat silniejszg fosforylacje reszt treonylowych w sezonie wiosenno-letnim
w obu rodzajach nasienia (Tabela 4.96).
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Rycina 4.37 Analiza fosfoproteomow plazm biatego nasienia indoréw z wykorzystaniem przeciwciat
anty-fosfoserynowych
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Rycina 4.38 Analiza fosfoproteomow plazm biatego nasienia indorow z wykorzystaniem przeciwciat
anty-fosfotreoninowych
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Rycina 4.39 Analiza fosfoproteomow plazm biatego nasienia indorow z wykorzystaniem przeciwciat
anty-fosfotyrozynowych
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Rycina 4.40 Analiza fosfoproteomow plazm zo6ltego nasienia indoréw z wykorzystaniem przeciwciat
anty-fosfoserynowych
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Rycina 4.41 Analiza fosfoproteomow plazm zottego nasienia indorow z wykorzystaniem przeciwciat
anty-fosfotreoninowych
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Rycina 4.42 Analiza fosfoproteomow plazm zottego nasienia indorow z wykorzystaniem przeciwciat
anty-fosfotyrozynowych
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Tabela 4.95 Srednie warto$ci gestosci optycznej (OD) zidentyfikowanych fosfoprotein plazm
nasienia pochodzacych z biatego i z6itego nasienia bez wzgledu na sezon. Wyniki przedstawiono za
pomoca $rednich arytmetycznych + SEM. Kolorem bordowym zaznaczono roznice statystycznie
istotne pomig¢dzy rodzajami nasienia w obrebie jednej ufosforylowane reszty

Masa
o S Voo fo ey
Analyst
SER . 01 ool
1 106 kDa THR 5 812 881
YR 006 ool
e
2 76 kDa THR 2 gig 881
e
e
3 69 kDa THR 2 gi; 88(1)
e
SER ; 02 00
4 41 kDa THR 2 ggg 883
T —
P
5 31 kDa THR 2 gig 881
YR 005 o
SER ; 02 0o
6 30 kDa THR o 853 881
e
SER 3 03 00
7 29 kDa THR o 822 88;‘
e
SER 3 020 00
8 28 kDa THR 2 ggg 882
YR o1 003
9 27 kDa SER B 0.16 0,02

155



z 0,17 0,01
THR : o1 o1
TYR ; 005 000
SER : 08 T
10 26 kDa THR o 812 881
TYR ; 010 000
SER : o1 oo
1 20 kDa THR 2 81? 881
TYR : 006 0ot
SER : 010 o1
12 16 kDa THR 2 812 882
TYR : 008 oot
SER : 006 01
13 11 kDa THR 2 88; 88(1)
TYR > 003 000
SER : 008 oot
14 7 kDa THR o 883 881
TYR > 00 000
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Tabela 4.96 Srednie wartosci gestosci optycznej (OD) zidentyfikowanych fosfoprotein plazm
nasienia pochodzacych z sezonu wiosenno-letniego i jesienno-zimowego bez wzgledu na
wystepowanie syndromu zéltego nasienia. Wyniki przedstawiono za pomocg Srednich
arytmetycznych + SEM. Kolorem bordowym zaznaczono roznice statystycznie istotne pomiedzy
sezonami, z ktorych pochodzity ejakulaty w obrgbie jednej ufosforylowane reszty

Masa .
Bitko e reta ST arvmeyema *SEM
Analyst
SRy N —
1 106 kDa THR ?ZL gﬁg 3:81
AT — —
SR 025 o1
2 76 kDa THR ?ZL 8}2 g:gf
e AT
SR 02 o1
3 69 kDa THR ?ZL gfg g:g}
A — v S—
SR D —
4 41 kDa THR YZL gﬁ? 3j8§
AT —T—
SRy T TR—YT
5 31 kDa THR \?/ZL gf; g:gé
(AT — R—
i — Y S—
6 30 kDa THR VJVZL gi; 3;31
Ry Y ER—
SER YZL 8;;‘1 8:8:
7 29 kDa THR YZL g:ﬁ 8:82
Ry EE—
SR T R—
8 28 kDa THR \;]ZL gﬁg 8:82
R R R—
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WL 0,17 0,01

SER 17 0,16 0,02
9 27 kDa THR ?ZL 812 g:g(l)
T {— Y
SR W om o
10 26 kDa THR ?ZL 8:12 8:81
R T 002
seR X E—T
11 20 kDa THR ?ZL 821(3) 3j81
R 026 o1
SR 7 008 o1
12 16 kDa THR \;VZL 333 g:g;
R Y —
seR 0 bot
13 11 kDa THR ?ZL 8:82 8;8?
R 003 oo1
SR o0 oo1
14 7 kDa THR o 8282 3;8}
R 003 .00

4.9. Immunodetekcja fosfoprotein ekstraktow plemnikowych pochodzacych
z bialych i zéltych ejakulatéw indoréw podczas sezonéw wiosenno-letniego

I jesienno-zimowego

Immunodetekcji poddano rowniez ekstrakty plemnikowe. Zaobserwowano nasilong
fosforylacje biatek pochodzacych z plemnikow nasienia zéttego (Rycina 4.46, Rycina 4.47,
Rycina 4.48). Silniejszemu ufosforylowaniu podlegaty biatka o masach czasteczkowych
pomiedzy 100 a 13 kDa. Wykazano zr6znicowane profile ufosforylowania biatek, o masach
52,51, 49,43, 40, 29, 24, 18, 15 i 13 kDa, pochodzacych z obu rodzajow nasienia (Rycina
443, Rycina 4.44, Rycina 4.45, Rycina 4.46, Rycina 4.47, Rycina 4.48). Ilo$¢
niskoczasteczkowych fosfoprotein w plemnikach byla wyzsza w stosunku do plazm

nasienia. Zanotowano takze intensywniejszg fosforylacj¢ bialek o $rednich masach
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czasteczkowych, zwlaszcza w nasieniu z YSS (Rycina 4.46, Rycina 4.47, Rycina 4.48). Co
ciekawe w plemnikach nasienia biatego i zoltego fosforylacji ulegaly gtownie reszty seryny
i tyrozyny (Rycina 4.43, Rycina 4.45, Rycina 4.46, Rycina 4.48). Zauwazono znaczacy
wplyw sezonu na stopien nasilenia fosforylacji wybranych biatek ejakulatu indora.
Ekspresja niektorych z nich byla wyzsza w sezonie wiosenno-letnim niz w jesienno-
zimowym bez wzgledu na rodzaj nasienia, z ktoérego pochodzity (Rycina 4.43, Rycina 4.44,
Rycina 4.45, Rycina 4.46, Rycina 4.47, Rycina 4.48). Kilka biatek plemnikowych rowniez
podlegato fosforylacji najprawdopodobniej zaleznej od sezonu. Byty to biatka o masach
czasteczkowych wynoszacych 71,4; 40,9; 27,5; 15,4 oraz 7,4 kDa. Omawiane biatka
podlegaly réznym stopniom ufosforylowania na wybranych resztach aminokwasowych,
ktore potwierdzity $rednie warto$ci gestosci optycznej (Tabela 4.98, Tabela 4.99, Tabela
4.100).

Analizujac gestosci optyczne wybranych frakcji w plemnikach z nasienia
z syndromem YSS stwierdzono bardziej nasilong fosforylacj¢ reszt fosfotreonylowych
w biatkach o masach 52, 51, 49, 43 1 29 kDa. Nie zanotowano natomiast roznic statystycznie
istotnych w poziomie ufosforylowania reszt serylowych i tyrozylowych pomigdzy badanymi
rodzajami nasienia (Tabela 4.97). Sezon wiosenno-letni istotnie wptywatl na nasilenie
ekspresji reszt fosfoserylowych, fosfotreonylowych i fosfotyrozylowych w biatkach 52, 51,
49, 43, 24, 18 i 13 kDa oraz reszt fosfoserylowych i fosfotyrozylowych w biatkach 40, 29
I 15 kDa bez wzgledu na rodzaj nasienia (Tabela 4.98).
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3B 5B 16B 198 358 428 45B 498
Sstd. WL WL WL WL  std. Jz Jz Jz Jz

180
116 2
97 "

58,1

39,8
29
20,1

143

65

Rycina 4.43 Analiza fosfoproteomow ekstraktow plemnikowych pochodzacych z biatych ejakulatow
indoréw z wykorzystaniem przeciwciat anty-fosfoserynowych

3B 5B 16B 198 358 42B 45B 498
Std. WL WL WL WL Std. Jz Jz Jz Jz

180
116
97

58,1

39,8

29
20,1

143

6,5

Rycina 4.44 Analiza fosfoproteomow ekstraktow plemnikowych pochodzacych z biatych ejakulatow
indoréw z wykorzystaniem przeciwcial anty-fosfotreoninowych

3B 5B 16B 198 358 428 45B 498
Std. WL WL WL WL Std. Jz Jz Jz Jz

180
116
97 ©

581 ¢

39,8

29

20,1

143

65

Rycina 4.45 Analiza fosfoproteomow ekstraktow plemnikowych pochodzacych z biatych ejakulatow
indorow z wykorzystaniem przeciwcial anty-fosfotyrozynowych
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2Z 4z 16Z 182 297 30Z 37Z 38Z
Std. WL WL WL WL Std. Jz Jz Jz Jz

180
116
97

58,1

39,8

29

20,1

143

6,5

Rycina 4.46 Analiza fosfoproteoméw ekstraktow plemnikowych pochodzacych z zéttych
ejakulatow indoréw z wykorzystaniem przeciwciat anty-fosfoserynowych

2Z 4z 16Z 18Z 29Z 30Z 372 38Z
Std. WL WL WL WL Std. Jz )z Jz Jz

180
116
97

58,1

39,8

29
20,1

143

6,5

Rycina 4.47 Analiza fosfoproteoméw ekstraktow plemnikowych pochodzacych z zéttych
ejakulatow indoréw z wykorzystaniem przeciwciat anty-fosfotreoninowych

2Z 4z 162 18z 297 302 372 382
Std. WL WL WL WL Std. Jz Jz Jz Jz

16
97

581

308

29
201
143

6,5

Rycina 4.48 Analiza fosfoproteomow ekstraktow plemnikowych pochodzacych z zottych
ejakulatow indoréw z wykorzystaniem przeciwciat anty-fosfotyrozynowych
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Tabela 4.97 Srednie wartoéci gestosci optycznej (OD) zidentyfikowanych fosfoprotein ekstraktow
plemnikowych pochodzacych z bialego i zottego nasienia. Wyniki przedstawiono za pomocg
srednich arytmetycznych = SEM. Kolorem bordowym zaznaczono rdznice statystycznie istotne
pomigdzy rodzajami nasienia w obrebie jednej ufosforylowanej reszty

Masa
o o Voo fodi | Srebin
Analyst
SER . 01 oo
15 52 kDa THR 3 8;? 88;
TR . 020 003
SER . o oo
16 51 kDa THR 3 8:;; 8:82
TR . 02 00
SER . 015 00
17 49 kDa THR 3 8:;3 8:82
TR . 02 00
SER . o 00
18 43 kDa THR = gég 883
G . o1 o
SER . o 00
19 40 kDa THR = gg 882
G . 02 o0
SER . 0d0 000
20 29 kDa THR > 822 88?
G ; R
SER ; 005 002
21 24 kDa THR 3 8:18 8:8?
TR , o0 o
SER ; 005 ool
22 18 kDa THR 2 812 88?
TR , 00 oo
23 15 kDa SER B 0,10 0,03
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z 0,12 0,04
O —
R —
SeR : 005 oo
24 13 kDa THR g 812 88?
R ——

Tabela 4.98 Srednie warto$ci gestosci optycznej (OD) zidentyfikowanych fosfoprotein ekstraktow
plemnikowych pochodzacych z nasienia pobranego w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-
zimowym. Wyniki przedstawiono za pomoca $rednich arytmetycznych + SEM. Kolorem bordowym
zaznaczono roznice statystycznie istotne pomiedzy sezonami, z ktoérych pochodzily ejakulaty
w obrebie jednej ufosforylowane reszty

Masa .
Analyst

SER 3 009 V2

15 52 kDa THR \GVZ'- gig gg;
LA S— T —

SER 3y Y —

16 51 kDa THR \GVZ'- gig gg;
LA S— —

SER 3y Y —

17 49 kDa THR \GVZL g:ig g:g;
LA S— —

SER g XTI

18 43 kDa THR \GVZ'- gfz gg;
LA S— T —

SER g X R

19 40 kDa THR \GVZ'- gfg gg;
YR YT —

. 3 0ot 008
THR WL 0,51 0,05

JZ 0,21 0,03
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R 013 0.02
ser DY TA—
21 24 kDa THR VJVZL 3ﬁi g:gi
AT T —
S S Y S—
22 18 kDa THR VJVZL 3;3 g:gi
MR
SR 7 007 003
23 15 kDa THR VJVZL gﬁ g:gi
a3 o0 oot
SeR b 003 0ol
24 13 kDa THR VJVZL 81? 828?
T —

4.10. Charakterystyka zidentyfikowanych fosfoprotein

Dzigki danym znalezionym w ogdlnodostepnych bazach proteomicznych dokonano

syntetycznego opisu miejsc fosforylacji zidentyfikowanych fosfoprotein (Tabela 4.99) oraz

ich funkcji i lokalizacji komorkowej (Tabela 4.100).
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Tabela 4.99 Miejsca fosforylacji zidentyfikowanych fosfoprotein

Akrozyna

ACR

S48, T287, T356

Jony Ca?* i
Zn2+

Glikoproteina;
Posiada wigzania disiarczkowe;

Aktyna”

ACTA1l

T7, T8, S35, S54, Y55, S62, T68, Y71, T79, T91, Y93, Y145, Y168,
Y171, T188, Y190, T196, Y200, S201, T205, Y220, S235, S236,
S241,Y?242, T251, T262, S267, Y281, Y296, T306, Y308, T320,
S325, T326, T360, Y364

ATP

ACTAZ2

S35, S54, Y55, S62, T68, Y71, T79, Y145, Y168, Y171, T188, Y190,
Y200, S201, Y220, S235, S236, S241, Y242, T251, T262, S267,
Y281, T320, S325, T326, Y364

ATP

ACTB

S14, S33, S52, Y53, S60, Y69, T77, T89, Y91, T106, Y143, S155,
T162, Y166, Y169, T186, Y188, Y198, S199, T201, T202, T203,
Y218, T229, S233, S235, S239, Y240, T249, S265, S271, Y294,
T297, S300, Y306, T318, S323, T324, Y362, S365

ATP

ACTC

T7, T8, S35, S54, Y55, S62, T68, Y71, T79, T91, Y93, Y145, Y168,
Y171, T188, Y190, T196, Y200, S201, T205, Y220, S235, S236,
S241, Y242, T251, T262, S267, Y281, Y296, Y308, T320, S325,
T326, Y364

ATP

ACTG
ACTG1

S14, S33, S52, Y53, S60, Y69, T77, T89, Y91, T106, Y143, S155,
T162, Y166, Y169, T186, Y188, Y198, S199, T201, T202, T203,
Y218, S233, S235, S239, Y240, T249, S265, S271, Y294, T297,
S300, Y306, T318, S323, T324, Y362, S365

ATP

ACTG2

S34, S53, Y54, S61, T67, Y70, T78, Y144, Y167, Y170, T187, Y189,
T195, Y199, S200, T204, Y219, S234, S235, S240, Y241, T250,
T261, S266, Y280, Y295, Y307, T319, S324, T325, Y363

ATP

ACT5

T7, T8, S14, S33, S35, S52, Y53, S54, Y55, S60, S62, T68, Y69,
Y71, T77,T79,T89, T91, Y93, T106, Y1445, Y168, Y171, T188,
Y190, T196, Y200, S201, Y220, S235, S236, S241, Y242, T251,
T262, Y281, T320, S325, T326, Y364

ATP

Albumina”

ALB

S14, S15, Y17, S18, S29, Y54, T71, S82, S89, T92, T107, Y108,
Y162, Y164, Y172, Y174, Y185, T190, S216, S217, S244, S256,
T260, T263, Y287, S294, S296, S297, S311, S328, S336, Y343,

Y365, S366, T376, Y377, T379, T380, Y394, Y425, Y436, S443,

Jony Ca?*,
Zn*, Na'i

Glikoproteina;

Fosforylacja wybranych miejsc
decyduje o rodzaju aktywnosci
bialka;
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T444, T446, SA51, YAT6, SA94, T498, T502, S504, S513, T520,
Y521, T551, T564, T590, S603

Aldolaza C fruktozo-

S4,Y5, S36, S39, S45, T52, T119, S132, T158, S160, S176, Y204,

bisfosforanowa” ALDOC Y214, 5218, Y223, T235, T253, T255, S281, S356, Y358, Y364
Alfa-aktynina 1 ACTN1 Y13 Jony Ca?
Y4,Y11, Y13, Y31, T69, S121, S159, S191, Y212, Y234, T249,
Y260, S262, S263, Y265, S269, Y298, S303, T312, T324, S367,
S381, Y397, S423, T429, Y441, T445, S447, S461, Y485, Y486,
Alfa-aktynina 4" ACTN4 S488, T493, S507, T509, S511, Y533, S608, Y611, T612, T615, Jony Ca?*
S621, S642, S656, T667, T682, Y693, S696, Y700, Y727, T741,
T756, S763, S773, S796, T839, T840, T842, T844, Y886, Y898,
Y906, S909
S2,S14,T19, T26, S27, S37, S40, T41, Y44, T55, Y57, S63, T72,
Alfa-enolaza* ENO1 S79, T100, S115, Y131, S141, S157, Y189, T205, T229, Y236, T237, Jony metali
S254, Y257, S263, 5268, Y270, S272, Y280, S282, Y287, S291,
T308, S310, S336, S349, T351, S353, S370, S373, Y407, S419,
Y6, S43, T63, S124, Y161, T209, Y441, S451 S452, T457, S460,
Aminopeptydaza Ey” ANPEP 5488, T535, Y582, T589, S590, Y600, S670, T727, Y913, T928, Jony Zn?* Glikoproteina
5932, T934
Aminotransferaza asparaginowa Y41, S66, Y71, S93, S138, T140, S149, S158, S211, S224, Y226,
x GOT1 Y264, T295, S297, S312, T333, Y373, Y381, S385, S391, Y400,
(forma cytoplazmatyczna) T403
Aminotransferaza aspraginianowa T48, Y67, Y75, S79, Y96, S118, T128, S133, T135, S143, T161, Fosforan
(forma mitochondrialna)” GOT2 T166, T192, S199, T231, Y284, S306, Y316, S317, T333, S360, pirydoksalu
$399, Y401, S409, S415
Aneksyna Al ANXA1 S24 Jony Ca*
Aneksyna A2 ANXA2 T24,T26 Jony Ca*
Anhydraza weglanowa-2" CA2 2?72222'{635 Y40, S48, S50, Y51, T87, S99, Y114, S151, S165, Jony Zn?*
Apolipoproteina AL" APOAl Y53, S55, S60, S76, S166, T185, Y190, S191, Y216, T226
ATPaza 13A4 transportujaca ATP13A4 S257, T262, T289, T336, S470, S602, S603, T609, T672, T699, Jony metali
kationy” S708, T713, T717, Y775, S783, S799, S804, T819 ATP
Y65, T80, T83, S86, Y96, S106, S155, T170, S206, S259, T280,
ATP-zalezna helikaza RNA DDX1. T295, T346, T362, S377, Y380, S381, S436, S481, Y496, S541, ATP

DDX1"

Y586, T591, T621, Y628, S632, S633, S671, T689, Y690, S700,
Y731
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Brak

Glikoproteina; Posiada

Awidyna AVD Biotyna . o
wigzania disiarczkowe;
. _ S117, S262, Y370, Y383, S417, T486, Y551, Y564, S714, Y878, . .
Biatko 1 aparatu Golgiego GLG1 T922, T927, S961, Y999 Glikoproteina
T3, S511, Y530, T648, T1404, S1409, S1417, S1419, T1430, S1432,
T1440, Y1443, T1498, T1500, T1513, Y1557, Y1587, S1754, T1790,
Biatko 1 dla receptora LDL" LRP1 Y2000, S2004, T2156, Y2290, S2559, Y2560, S2563, S2621, S3142, Jony Ca?* | Glikoproteina
T3261, S3604, S3771, S3777, S3928, S4067, S4071, S4249, T4255,
T4460, Y4473, Y4507, Y4511, S4517, S4520, S4523, T4524
Biatko 14-3-3 beta YWHAB S184
. _ Y9, T38, S46, Y49, S59, S64, S65, T91, T114, S117, Y122, Y131,
Bialko 14-3-3 epsilon YWHAE | 1137, 5148, Y152, Y181, T208, 5210, 5213, Y214, T232, 5233
Y20, T31, S38, S46, Y49, S59, S64, S65, S71, S113, T115, Y117,
Biatko 14-3-3 gamma” YWHAG S119, Y131, Y133, T139, Y154, S155, T168, Y179, S180, T199,
T210, S215, Y216, T234, S235
Y19, T24, S37, S45, Y48, S57, S63, S64, Y82, S88, S92, T110, S114,
Biatko 14-3-3 teta” YWHAQ Y128, T141, S145, Y149, S156, T205, S210, Y211, T229, S230,
S232
Y19, S28, S37, S45, Y48, S57, S63, S64, Y82, T88, S99, S110, S114,
Biatko 14-3-3 zeta" YWHAZ Y126, Y128, S145, Y149, Y179, S184, T194, T205, S207, S210,
Y211, T226, T229, S230, T232
Biatko 18 towarzyszace SPATA18 T13, S85, T87, S115, S156, S159, S202, Y229, S257, S259, S261,
spermatogenezie” S274, S276, S287, S507, S509, S523, S525, S527, S529
Biatko 2 aniono i T7, T44, S46, S48, T54, S55, S57, S58, T66, T68, Y73, Y78, T109,
napigciozaleznego kanatu VDAC?2 T112, T113, S115, T118, S128, Y184, T199, Y206, Y236, S245,
jonowego” S251, 5252, Y258, T259, T261, S278,
Biatko 20 towarzyszace witce” CFAP20 Y86, T112, T120, S173, Y184
Biatko 27A rybosomu 40s RPS27A T14, S20, T22, S57, Y59, S65, S84, Y85, T87, Y106, S115, S123, Jony metali
skoniugowanego z ubikwityng” Y140, T147, Y148
Biatko 2 zewnetrznego wlokna S4, S14, S22, S37, T41, T52, S58, S73, S74, T92, S95, S96, S101,
osiowego plemnika” ODF2 S106, S109, T110, S115, S129, S139, T193, T231, T248, S261, S283,
S302, S339, S341 T478, S489, S632, S759, S786, S792, S820
Biatko 4B cialka CHMP4B | S2, 587, T103, Y111, 5184, T188, S196, 5201, 5223
wielopecherzykowego
Biatko 4 wiazace retinol” RBP4 Y108, Y191, S196 Posiada wiazania disiarczkowe
Biatko 50A kontrolujace cykl TMEM30A | Y5, S89, Y121, Y122, Y128, S313, T360 Glikoproteina;

komorkowy”

Posiada wiazania disiarczkowe
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Biatko chaperonowe 70 (forma

< . HSPA9 T87, S408 ATP
mitochondrialna)
Glikoproteina
Biatko NEL NEL Y350, Y359, T770 Jony Ca?* Posiada domen¢ wigzaca
czynnik elongacyjny 2
B1a11’<o podpbne do‘alfa-l ORM?2 Y109, Y175 Gllkoprotglna; o
kwasnej glikoproteiny 2 Posiada wigzania disiarczkowe
Biatko RAP1B z rodziny Ras RAP1B S179 GTP Lipoproteina
Biatko RAB10 z podrodziny Ras” RAB10 gi}égb\ﬂsglg?’ T41, 750, T65, T73, T76, S77, T165, T174, S181, S187, GTP Lipoproteina
g;ﬁko RAB2A z podrodziny RAB2A | Y3, T15, S67, S70, Y86, T89, S108, S154, T163 GTP Lipoproteina
g;ﬁko RABSB z podrodziny RABSB | T6, S29, Y82, S84, $123, S125, S184, S205 GTP Lipoproteina
. . " Jony metali
Biatko Ran wigzace GTP RAN T21, T24, T25, T32, Y39, S135, Y146, Y147, S150, Y155 GTP
Biatko RhoC wigzace GTP” RHOC T19, S26, Y34, Y66, S152, Y156, S160 GTP Lipoproteina
Biatko SPARC” SPARC | Y145 Jony Caz+ | Clikoproteina
Posiada wigzania disiarczkowe;
T13, Y15, S16, T37, S40, Y41, T45, T47, T66, S85, S106, Y107,
Biatko szoku termicznego 70 HSP70 T140, T145, Y149, S153, Y183, T222, T226, S254, T265, S362, ATP
kDa" Y371, S418, T502, Y525, S537, S544, Y545, S551, S579, S608,
Y611, S631, S633, T636
S2,T13, Y15, S16, T37, S40, Y41, T45, T47, T64, T66, S85, Y107,
Bialko szoku termiczneso 71 T111, S113, Y134, T138, T140, Y149, S153, T158, T163, T177,
KDa* & HSPAS8 Y183,5221, T226, S254, T265, T273, S277, T313, S329, T341, S362, ATP
Y371, S381, S400, T405, T411, T427, Y431, T462, T477, T502,
S511,Y525, S541, S544, Y545, T608, S637, S638, T641
T5, T7, T36, Y38, S52, S53, Y61, S63, T65, T88, T90, T99, T109,
T115, Y160, S164, T195, Y197, S211, Y216, T219, S231, S252,
S263, Y284, T293, T305, Y309, Y313, S315, T317, S391, S399,
Biatko szoku termicznego 90 kDa HSPYOAAL S406, T425, Y434, Y438, S442, SA53, Y465, Y466, T467, S468, ATP

—alfa”

S470, S476, Y480, T482, Y492, Y493, T495, T498, S505, T540,
S543, T566, S589, S595, T601, S602, T603, Y604, T607, S623,
T624, Y627, S641, S645, T669, Y689, T704, T708, S709, T725,
S726
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Bialtko szoku termicznego 90 kDa

" bety HSP90AB1 | S226, S255 ATP
Bialko wiazace kwasy FABP7 | T54, T57, T61, T117, T119, Y129
thuszczowe
]133311‘0 wiazace ostong przejrzysta | 7pppy | 116, 521, T249 Glikoproteina;
Bialtko z rodziny 2
rozpuszczalnych transporterow, SLC2A3 T232, S236, S475, S485, T492 Glukoza Glikoproteina;
utatwiajgce transport glukozy”
Biatko z rodziny polipeptydow EFHC2 | Y168, $382, Y509, Y519, T538, S544
posiadajacych domene EF
S4,S14, T37, Y39, T62, S64, Y65, T69, T85, S86, T91, S107, T124,
Chaperon BIP 2 retikulum Y127, T139, S146, T156, Y160, Y175, T189, Y209, T229, S300,
endoplazmatycznego” HSPA5 | S311, Y313, S319, S354, S365, T366, T441, S448, S452, T453, ATP
S455, T460, Y466, T518, T525, T527, T534, S567, Y568, Y570,
S571, S587, S588, S607, $632, Y635, S637, T643, T648
Cytoplazmatyczna hydrataza ACOL S30, S138, Y184, T258, T318, Y336, S383, Y466, Y480, S622,
akonitanowa (akonitaza)” T628, S638, S645
Czynnik 5 ADP-rybozylacji® ARF5 T4, S6, S10, Y35, S103, S137, T140, T152 GTP Lipoproteina
S21, T22, T23, T24, Y29, Y56, S76, T82, Y85, Y86, T88, S128, W pozycji 301 § 374 dolaczone
Y141, T142, S157, T158, Y162, S163, Y167, S175, T176, Y177, reszty 5-glutamylo-glicerolo-
Czynnik elongacyjny alfa-1* EEF1A | S224, T239, T242, Y254, T261, T269, T286, S291, S300, S316, GTP fosforylostanoloaminy (w
$329, $354, Y357, T365, $383, S396, S414, S416, Y418, T432, biatku kum d )
T452. S454 iatku kury domowej)
Czynnik elongacyjny Il EEF2 T57, T59 GTP
Caynnik NHE-RF1 regulujacy S2, Y38, S46, S77, T95, T156, S162, Y164, S170, S173, S181, S186,
L TR IRE NHERF1 | S191, S217, S247, T260, S269, S280, 5288, S290, S291, T293, 5294,
wymiang jonéw Na'/H $299, $302, S308, T309, S313, S317, $326, S339, $340, S349
Cytochrom C* cYC T29, T41, Y47, S48, Y49, T50, Y68, Y75, T79, Y98 Jony metali
r?jg';:‘fgj&ﬁ I biatek/kwasow PARK7 | Y67 Lipoproteina
T19, S25, Y42, Y45, Y49, S51, T52, T59, T75, S83, Y94, S98, T99,
Dehydrogenaza aldehydu 3- GAPDH T103, T104, S122, S125, Y140, S148, S151, T153, T154, T176, NAD*

fosfoglicerynowego”

T177,T182, T184, T187, S192, S210, T211, T229, T237, S241,
T246, Y255, S266, Y276, S284, S312, Y314, Y320, S321, S333
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S8, T24, Y169, S177, Y215, S243, S321, Y365, Y436, S456, S505,

Fosforylacja niezbedna do

Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA S500. S530, Y543, Y604, Y606, S628, Y629, T638, Y641 FAD transportowania elektronow
przez kompleks 11
Dehydrogenaza jablczanowa Y22, 823, 528, T71, S89, S111, Y119, T174, S188, S189, T190,
* MDH1 Y192, Y210, S217, S241, S242, S245, T296, S309, S321, S326, NAD*
(forma cytoplazmatyczna) $332. 5333
Dehydrogenaza mleczanowa T3, Y10, T18, S38, T74, Y83, S89, Y127, S128, T144, Y145, S161, NAD*
(fahcuch A)" LDHA Y172, S184, T213, S237, Y239, T248, S249, Y281, T309, S310, Kadheryna
S319, T322
Dehydrogenaza mleczanowa T18, S39, S44, T75, Y84, S85, S90, T96, S106, Y128, S129, S162, NAD*
, . LDHB Y173, S238, Y240, Y248, T249, S269, S291, T302, S303, S320,
(tancuch B) T323 Kadheryna
S41, Y101, Y106, Y112, T136, Y372, Y588, Y641, T715, S904, Glikoproteina
S932, T935, Y937, T960, S968, T972, Y1042, S1075, S1122, Y1206, Fosforylacja wybranych miejsc
Fibronektyna” FN1 T1362, T1553, T1834, T1853, T1877, S1924, T1931, T1933, T1946, decyduije o rodzaju aktywnosci
T1951, Y1970, Y1975, S2073, S2284, Y2349, Y2403, S2432, S2440, bia1}1]<a~J J
Y2441, Y2444, S2445, T2454, S2475 ’
Fosfataza gamma biatek T115, Y132, S245, Y250, S320, S325, Y419, S433, S436, T681,
tyrozynowych typu PTPRG S708, S782, S815, Y880, Y886, Y906, Y911, Y1021, Y1023, Y1034, Glikoproteina
receptorowego” Y1164, S1182, Y1307, S1409, S1435, S1440, S1443
Fosfataza eta bialek S226, T233, S652, S692, S1009, S1011, Y1071, Y1077, T1091,
tyrozynowych typu PTPRJ Y1094, Y1099, Y1103, S1105,Y1133, T1139, Y1225, Y1311, Glikoproteina
receptorowego” T1314, T1318, Y1320
Fosfolipaza C zeta-1" PLCZ1 Y457, Y582
Gamma- glutamylotransferaza 2 S56, T58, S60, S68, Y159, T162, S212, S215, S216, Y219, Y245, GTP:
biatko-glutamina” TGM2 Y250, Y315, T368, Y3§9, S415, 8419, S427, S449, S538, S541, Jony Ca?*
Y575, Y583, S608 (w biatku cztowieka)
S35, S51, Y86, S261, T265, T309, S313, T361, T386, S408, Y409, Aktyna
Gelsolina” GSN S455, Y465, S473, Y478, Y480, S537, T558, S562, S590, S600, Jony Ca?*
Y603, S611, S636, Y651, T653, S654, Y730, T742
“ Y32, T35, S39, Y40, Y64, Y96, Y137, T144, S145, T148, Y157, . .
GTPaza HRAS HRAS T158, 5177, 5183 GTP Lipoproteina
GTPaza NRAS" NRAS Y32, S39, Y40, Y64, S89, Y157, T158 GTP Lipoproteina
Homolog biatka 42
odpowiadajacego za CDC42 T17,S22, Y23, T24, T25, S30, Y32, T35, Y40, T43, Y51, T52, T58, GTP Lipoproteina

(kontrolujacy) podziaty
komorkowe”

Y64, S71, S88, S89, T141, Y154, T161
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Inhibitor 2 metaloproteinaz” TIMP2 S57, Y62, Y90, Y165 Jony Zn** | Posiada wigzania disiarczkowe
lzomeraza triozofosforanowa* TPIL S21,T28, Y48, Y68, T71, S80, T90, S106, T140, S159, Y165, T173,
T178, S195, S198, S204, Y209, S212, T214, T217, S223
Kalmodulina” (éék/:\f S18, T29, T30, T45, T80, S82, Y100, S102, T111, T118, Y139, T147 Jony Ca?*
Katepsyna D" CTSD \8(3375484;(23 984230, Y232, T250, S252, Y325, S333, T334, T339, Y347, Glikoproteina
Kinaza bialek tyrozynowych typu ROSL | Y2131 ATP Glikoproteina
protoonkogenowego
Kinaza difosforanow NDK S44, Y52, Y67, T94, S99, S120, S122, S125, Y151 Jony metall
nukleozydoéw ATP
S2, S4, T35, S46, S62, Y76, S77, S87, S115, S136, S153, S155,
Kinaza fosfoglicerynianowa” PGK Y161, T168, S175, Y196, S203, T243, S256, S271, T281, T288, ATP
S305, S320, S321, Y324, T378, S390, S399, S415
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB T282, 5285, T289 ATP
Y14, Y20, S24, T35, Y39, Y125, S128, S129, S136, Y140, T141,
Kinaza kreatynowa podtyp M” CKM S164, T166, Y173, Y174, S178, T180, S199, S224, Y279, T282, ATP
5285, T289, T313, T322, T327, S332, S372
Kinaza kreatynowa podtyp S CKMT?2 Y73,Y85, T143, S148, T151, Y159, S162, S163, Y207, Y208, S211, ATP
(forma mitochondrialna)” T214, Y255, S319, S343, T356, T361, Y368, S371, Y393
S2, S6, T25, S37, T41, T45, T50, S55, S57, T60, S77, T80, Y83, T87,
T93, T95, S97, S100, Y105, T121, S127, T129, T143, Y148, Y161, Jony K*i
Kinaza pirogronianowa” PKM S172, Y175, S182, T195, S202, S205, S222, S243, S249, S269, 5287, Mg?*
T328, S346, S362, Y370, nY390, T409, T412, S420, S425, T432, ATP
S434, S437, Y444, T454, T459, Y466, T513, S519, T524
Kinaza UMP/CMP”" CMPK S33, Y49, Y56, T68, S70, T79, T107, S147, Y166, S180 ATP
Klusteryna* CLU T69, S72, T88, S133, S161, S185, S310, S314, T315, S319, T387, Glikoproteina;
S391, T393, S394, S396, S412, T433 Posiada wigzania disiarczkowe;
Kofaktor NHE-RF1 regulujacy S2, Y38, S46, S77, T95, T156, S162, Y164, S170, S173, S181, S186,
wymiane ionéw Na*/H" SLC9A3R1 | S191, S217, S247, T260, S269, S280, S288, S290, S291, T293, 5294,
Y ¢ $299, S302, S308, T309, S313, S317, S326, S339, S340, S349
Lizozym G~ LYG S94, S141, T165, S181 Posiada wigzania disiarczkowe;
T67, T217, S273, S381, S661, S765, T778, T786, T802, S920, Y924,
Eaficuch 1(XTI) kolagenu alfa-1" COL12A1 T926, S927, T1082, S1101, S1102, T1217, S1220, S1223, S1261, Glikoproteina;

T1292, S1312, T1397, Y1415, Y1419, Y1420, S1423, S1433, S1438,
Y1450, T1743, Y1897, T2062, S2125, Y2146, T2231, T2243, T2433,

Posiada wigzania disiarczkowe;
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S2437, S2536, S2541, S2591, Y2667, S2861, S2864, S2952, S2994,
Y3043, S3062

S6, T41, S48, T51, S54, T56, T73, T80, T82, Y83, T94, Y103, Y108,

Eaficuch alfa-1 tubuliny” TBA1L T109, S158, Y161, S165, Y210, T223, Y224, T225, S237, Y272, GTP Podlega odwracalnej reakcji
S277,Y282, 5287, Y312, Y319, T334, T337, T340, Y357, T361, Jony Mg?* | tyrozylacji C konca biatka
Y399, S419, Y432, S439, Y451
, : GTP Podlega odwracalnej reakcji
Lancuch alfa-2 tubuliny TBA2 T349 Jony Mg?* | tyrozylacji C kofica biatka
S6, Y24, T41, S48, T73, T94, Y103, Y108, T109, S158, Y161, Y185,
Lancuch alfa-4 tubuliny TBA4 T190, T191, Y210, T223, Y224, T225, S232, Y262, Y272, S277, GTP
(fragment)* Y282, S287, Y312, Y319, S340, Y357, T361, S379, Y399, S419,
Y432, S439, Y440
, . GTP Podlega odwracalnej reakcji
Lancuch alfa-5 tubuliny TBA5 T349 Jony Mg?* | tyrozylacii C kofica biatka
, L S48, T56, T82, T94, Y103, S165, Y210, T223, Y224, T225, S232, GTP
Laficuch alfa-8 tubuliny TBAB | 1340, Y357, T361, Y399, S410, T437, S439 Jony Mg?*
Lancuch beta-1 tubuliny” TBB1 Y55, Y159, S168, Y208, S278, Y281, T439 JonC;/TI\;gZ*
Y36, Y50, Y51, T72, S75, S78, S95, Y106, T107, S115, S126, Y159, GTP:
Lancuch beta-2 tubuliny” TBB2 S172, Y208, T218, T219, T221, Y222, T274, S275, S278, S338, Jony M,gz’“
S339, Y340, S382, T386
S48, T72, S75, Y106, T107, S115, T149, S168, S172, Y208, T219, GTP:
Lancuch beta-3 tubuliny” TBB3 Y222, T274, Y310, T312, T315, S322, S338, S339, Y340, S364, Jony M,gz"
S365, S382, T386, S444
T35, Y36, S40, Y50, Y51, T55, Y59, S75, S78, S95, T107, S126,
Eaficuch beta-4 tubuliny” TBB4 T136, S138, T143, S145, S168, S172, Y208, T218, T219, T221, GTP;
Y222, T274, S275, S278, T290, Y310, T312, S332, S335, S338, Jony Mg?*
S339, Y340, T366, S371, S382, T386
S25, T33, T35, Y36, S40, S48, Y50, Y51, T55, Y59, T72, S75, S78,
S95, Y106, T107, S115, S126, T136, S138, T143, S145, Y159, T166, GTP:
Lancuch beta-5 tubuliny” TBB5 S168, S172, Y208, T218, T219, T221, Y222, T274, S275, S278, Jony M,gz’“
Y281, T285, T290, Y310, T312, S338, S339, Y340, T366, S371,
S382, T386, T409, S420, Y422, Y425, T429
Eaficuch beta-6 tubuliny” TBB6 Y36, S40, Y50, S55, S56, Y106, T107, S172, Y208, T219, Y222, GTP;
T274,S275, Y310, T315, S338, S339, Y340, S365 Jony Mg?
Lancuch beta-7 tubuliny” TBB7 S40, T55, S172, T285, T290, S444 JorilTl\F/)l,gz"
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S5, T6, S7, Y13, S96, S114, T136, Y138, S164, Y169, T175, S179,

Lancuch ciezki ferrytyny” FTH 183 Jony Fe®*
f;?:;g;? C immunoglobuliny LAC S86 Posiada wigzania disiarczkowe
Laficuch lekki immunoglobuliny IGLC3 | S86 Posiada wigzania disiarczkowe
ze staltym regionem
ggfatgll?ﬁndopeptydaza z rodziny ASTL S99, Y112, S156, S244, Y279 Jony Zn?* | Posiada wigzania disiarczkowe
Y9, Y11, S36, S39, S45, Y130, S131, Y138, Y151, Y158, S160,
S169, T173, Y190, Y193, S196, Y278, T290, S344, S364, S375,
T383, T391, S541, T552, S628, T638, Y721, T725, S728, S751,
Y754, S759, T807, S841, T869, S876, S957, T969, T1006, T1009,
Miozvna-9* MYH9 S$1015, S1017, T1030, S1114, S1122, T1151, T1155, T1182, S1195, Kalmodulina
y 51243, T1269, T1286, S1290, S1294, S1304, S1308, S1326, S1328, ATP
51340, S1376, T1382, S1398, Y1408, T1416, S1435, S1457, Y1460,
S1511, S1519, S1526, T1551, S1580, S1606, S1628, S1677, S1713,
S1714, 51745, T1800, S1803, Y1805, S1808, T1810, Y1861, S1892,
T1904, T1906, S1915, S1916, S1943
Mitochondrialny antyport LETM1 S3, S8, S37, S126, Y141, S142, Y164, T175, S190, T192, S287, Jonv Ca2*
H*/Ca®” S337, T349, S580, S602, T643, S649, S666, S739 y
Mutaza fosfoglicerynianowa 1 PGAM1 Y26
Neuronalny czynnik regulujacy G.“kOprOt?ina;
NEGR1 (Neurotraktyna)" NEGR1 Y61, T134, Y142, T163, Y187 Lipoproteina,
y Posiada wigzania disiarczkowe;
Oksydaza sulfhydrylowa 1° QSOX1 | T49, S255, Y300, S306, S426 FAD S(')'S'f:g;ovtvel;;ma iarerkome
T36, S63, Y64, S136, T139, S144, Y155, Y207, Y257, S298, S305, S(')'S'f:ggovtvel";ma disiarekome:
Owotransferyna” TRFE S306, T340, T349, T355, 5389, 5468, T476, 5520, ¥533, Y534, Jony Fe** | Fosfor Iac% wybranych mie'sc’
y Y536, T537, Y593, T645, T654, Y666, Y669, Y674, S685, T686, y ylacja wybranych miejs
decyduje o rodzaju aktywnosci
S688, T694 .
bialka;
Peptydylo-prolyl cis/trans PPIB Y47, T72,T81, T108, Y119, Y133, S139, S150, S184, T185, T187, Glikobroteina:
izomeraza B” 5189 P '
Peroksyredoksyna-1" PRDX1 $ig'€58§2’8§3%1:3{33 4,Y?;471’ ga;g,GTgo, 5106, T111, Y116, S126, T156, Posiada wigzania disiarczkowe;
Peroksyredoksyna-6 PRDX6 Y88, T176
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Podjednostka alfa-1 biatka

S9, T63, Y70, S106, S123, S126, Y198, S215, T224, Y239, Y247 (W

czapeczkujacego F-aktyne” CAPZAL biatku cztowieka) Aktyna
Podjednostka alfa-2
acetylohydrolazy IB czynnika PAFAH1B2 | S2, S6, S26, S64, T220
aktywujacego ptytki (PAF)”
Podjednostka alfa-2 biatka CAPZA2 | S9, T63, T142, Y144, T180, Y198 Aktyna
czapeczkujacego F-aktyne
Podjednostka -5 proteasomu PSMB5 S87, Y99, S134, S139, Y147, Y149, T158, Y171, S175, Y212, Y220,
(fragment)” Y228, Y236, S247, S248, S261, T262

T21, S23, S25, S51, T60, T110, T116, S128, T140, T185, Y196,
Podjednostka beta syntazy ATP ATP5FIR T213, Y230, S231, T240, Y247, Y269, T288, Y292, T312, S316, ATP
(forma mitochondrialna)” S319, S327, Y331, T334, Y361, T374, Y395, S403, S415, Y418,

S433, S447, S465, T475, Y499, S528, S529
Podjednostka eta biatka 1 T- CCT7 T4, T13, S16, S24, S27, T57, S59, T64, S85, T129, S208, S221, ATP
kompleksu” Y222, T259, Y263, Y275
Podjednostka flawoproteinowa A SDHA S8, T24, Y169, S177, Y215, S243, S321, Y365, Y436, S456, S505, FAD
dehydrogenazy bursztynianowej” S509, S530, Y543, Y604, Y606, S628, Y629, T638, Y641
Podjednostka katalityczna beta
fosfatazy PP1 serynowo- PPP1CB \8(4310,65453,1\1(9%3?(1528, Y133, Y136, T192, T197, S206, Y254, Y304, Jony Mn?*
treoninowej biatek” ’ '
Podjednostka Rieske kompleksu Centra
cytochromu b-c1 (forma UQCRFS1 S3, S16, T37, Y91, S99, T100, S102, T122, S157, S193 zelazowo- Posiada wigzania disiarczkowe;
mitochondrialna)” siarkowe
Podjednostka teta biatka 1 T- cCT8 Y505 ATP
kompleksu Kadheryna
Podjednostka zeta biatka 1 T- CCT6 T6, T82, Y109, T120, S175, S200, T204, S205, Y229, Y239, S246, ATP
kompleksu” Y250, S301, S306, T383, S527
Podjednostka zelazowo-siarkowa . (l:emra )
dehydrogenazy bursztynianowej SDHB Y61, T119, Y206, Y216, S222 Z?aizk%m
(forma mitochondrialna)” Ubichinon
Podobny do SSC5D
rozpuszczalny receptor SSC5D | S174, T190, T718, S726, S917, S919, T928, S930

nekrofagotyczny zawierajacy
domeng bogata w cysteing
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T7,T12, T14, S20, T22, S57, Y59, S65, T83, T88, T90, S96, T98,

Poliubikwityna B UBB S133, Y135, S141, T159, T164, T166, S172, T174, S209, Y211,
S217
Proteaza cysteinowa ATG4B" ATG4B | T7, Y8, S34, S44, Y122, Y123, S316, S383, 5392 Glikoproteina;
Posiada wigzania disiarczkowe;
* Y55, T66, Y128, Y134, Y137, Y270, Y291, T358, T369, S497, S532,
Radyksyna RDX | 5533, T542, T545, T564 Aktyna
Glikoproteina;
Receptor 1 transferyny TFRC S23 Lipoproteina;
Posiada wigzania disiarczkowe;
. L x Glikoproteina;
Receptor sprzgzony z biatkiem G FZD7 S11, S27, Y35, S568 Posiada wiazania disiarczkowe;
S-transferaza glutationowa” GST Y9, Y49, S142, S202 Glutation
Syntaza kwasow thuszczowych FASN S2158 NADP
Transtyretyna” TTR T23, T25, S72, Y125, S137, T138 T4 Glikoproteina

: wykorzystano bazy danych dla Homo sapiens
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Tabela 4.100 Funkcje i lokalizacja komoérkowa zidentyfikowanych fosfoprotein

cytoplazmatyczna)

Wydzielana
Akrozyna ACR zewnatrzkomérkowo Proteaza serynowa wykazujaca specyficznos¢ trypsynopodobna
Akrosom
ACTAl
ACTA2
ACTB
ACTC Cytoplaz_ma ‘ .
Aktyna ACTG Cytoszkielet Zaangazowana w ruchliwo$¢ plemnikow
ACTG1L Jadro komoérkowe
ACTG2
ACT5S
Wiaze wode, jony: Ca?*, Na*, K*, kwasy tluszczowe, hormony, bilirubine i
. Wydzielana leki;
Albumina ALB zewnatrzkomérkowo Bierze udziat w regulacji ci$nienia osmotycznego krwi;
Gléwny transporter jonéw Zn?* w plazmie (okoto 80%)
Aldolaza C fruktozo-bisfosforanowa ALDOC Cytoplazma Enzym cyKlu glikolitycznego
Alfa-aktynina 1 ACTN1 gﬁggzlizlgl]:t Bierze udziat w zakotwiczaniu aktyny w strukturach
wewnatrzkomorkowych
Btona plazmatyczna
Jadro komoérkowe Bierze udzial w zakotwiczaniu aktyny w strukturach
Alfa-aktynina 4 ACTN4 Cytoplazma wewnatrzkomoérkowych
Polaczenia miedzykomorkowe | Przyspiesza proces transkrypcji stymulowanej przez hormony steroidowe
Enzym ciagu glikolizy;
Alfa enolaza ENOL Cytoplazma Stymuluje produkcje immunoglobulin;
Hydrolizuje mate peptydy (4-5 aminokwasdéw);
Uczestniczy w dziataniu angiotensyny III i IV, neuropeptydow i
Aminopeptydaza Ey ANPEP Btona plazmatyczna chemokin;
Najprawdopodobniej bierze udzial w angiogenezie i krystalizacji
cholesterolu
. . Bierze udzial w biosyntezie L-kwasu glutaminowego z L-kwasu
Aminotransferaza asparaginowa (forma . . L
GOT1 Cytoplazma asparaginowego i L-cysteiny;

Wazny regulator poziomu biodostgpnego glutaminianu
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Aminotransferaza aspraginianowa (forma

Katalizuje odwracalng transaminacje¢ L-Kinureniny do kwasu
Kinureninowego;
Uczestniczy w transporcie metabolitéw pomiedzy mitochondrium a

Golgiego

. . GOT2 Matrix mitochondrium ;
mitochondrialna) cytozolem;
Uczestniczy w transporcie kwasow tluszczowych;
Wiaze RNA
Cytoplazma
Jadro komoérkowe
Aneksyna Al ANXAL B1ona.p1azmatyczna P@lni role r.egulatora procesu zapalnego;
Wydzielana Bierze udziat w fagocytozie
zewnatrzkomorkowo
Blona podstawna
Wiaze si¢ z blong plazmatyczna;
Wydzielana }Z.l@ﬁ dwa 1ony wapnla,b P h fosfolinidéw:
Aneksyna A2 ANXA2 zewnatrzkomoérkowo, J KLYWROSC WzImaga 0beCnose anlonowych 10s101pICow, .
Moze uczestniczy¢ w wigzaniu si¢ fosfolipidow btony plazmatycznej z
Blona podstawna . R -
aktyna i uczestniczy¢é w egzocytozie;
Moze uczestniczy¢ w odpowiedzi komoérek na stres cieplny
Cytoplazma Katalizuje odwracalng reakcj¢ powstawania jonu wodorowegglanowego
Anhydraza weglanowa-2 CA2 HCO:s- z wody i1 dwutlenku wegla;
Btona plazmatyczna S . .
Odpowiedzialna za utrzymanie wewnatrzkomorkowego pH
Uczestniczy w odwracalnym transporcie cholesterolu z tkanek do watroby;
. . Wydzielana Jest kofaktorem dziatania acylotransferazy lecytynowo-cholesterolowej
Apolipoproteina Al APOAL zewnatrzkomorkowo (LCAT);
Jako komponent kompleksu SPAP wzmaga ruchliwo$¢ plemnikow
ATPaza 13A4 transportujagca Kationy ATP13A4 | Btona plazmatyczna Biatko odpowiedzialne za transport miedzyblonowy
Jadro komérkowe Posiada aktywno$¢ nukleazowa;
ATP-zalezna helikaza RNA DDX1 DDX1 Cytoplazma Pozytywnyyregulator transkryp%ji
Mitochondrium
Wydzielana
Awidyna AVD zewnatrzkomoérkowo Formuje silne kompleksy z biotyna, rola biologiczna — nieznana
Wigze czynnik wzrostu fibroblastow oraz E-selektyne (lektyna
Bialko 1 aparatu Golgiego GLG1 Btona zewngetrzna aparatu wystepujaca w komorkach endotelialnych;

Uczestniczaca w adhezji wyzej wymienionych komorek z neutrofilami);
Uczestniczy w morfogenezie kosci i réznicowaniu chondrocytow
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Bialko zaangazowane w endocytoze i fagocytozg komorek apoptotycznych

mitochondrialna)

Biatko 1 dla receptora LDL LRP1 Biatko blonowe s,
oraz homeostaze lipidéw btonowych
Biatko 14-3-3:
Beta YWHAB Biatka adaptorowe biorace udziat w transmisji sygnatow;
Epsilon YWHAE Cytoplazma Wiazace si¢ z roznymi biatkami poprzez reszty fosfoseryny lub
Gamma YWHAG o fos?o'?reoniﬁ g por ! -
Teta YWHAQ y
Zeta YWHAZ
Cytoplazma
Biatko 18 towarzyszace spermatogenezie SPATA18 | Zewngtrzna btona Uczestniczy w naprawie/degradacji wadliwych mitochondriéw
mitochondrialna
Formuje kanat w wewnetrznej btonie mitochondrialnej dla matych
Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanatu Zewngtrzna btona hydrofilowych molekut;
: VDAC?2 . - . - . S Lo
jonowego mitochondrialna W formie otwartej — przepuszcza aniony, w zamknigtej — kationy;
Wiaze ceramidy sfingolipidéw, fosfatydylocholing i reszty cholesterolu
Jadro komoérkowe . o . ., e
Biatko 20 towarzyszace witce CEAP20 Cytoplazma Bl.alko specyﬁczn.e dla witki, Pcz§stnlczalce w ruchliwos$ci komorki;
. Niezbedne do poliglutamylacji mikrotubul
Cytoszkielet
Posiada domene wigzaca ubikwityne;
Blaﬂ'm 27A rybosomu 40s skoniugowanego RPS27A Cytoplazma Moze by¢ zaangazowane w naprawe¢ DNA, degradaq? retlkulpm
z ubikwityng endoplazmatycznego, endocytozg oraz aktywacje¢ swoistych kinaz
bialkowych
. ) . Cytoplazma , . L . . . L
Biatko 2 zewngtrznego wtokna osiowego . Gtowny sktadnik widkien osiowych plemnika; uczestniczy w ruchliwosci
. ODF2 Cytoszkielet .
plemnika plemnika
Centrosomy
Rdzen kompleksu II1 zaangazowanego w proces endosomalnego
. . . sortowania tj. powstawania oraz wyksztatcania ciatek
Biatko 4B ciatka wielopecherzykowego CHMP4B | Cytoplazma wielopecherzykowych (MVBs):
Uczestniczy w transporcie i znakowaniu biatek ubikwityna
Bialko 4 wiazace retinol RBP4 Wyadzielane ' Uczestm_czy w transporcie retinolu w plazmie (z watroby do tkanek
zewnatrzkomorkowo peryferyjnych)
Podjednostka ATPazy translokujacej fosfolipidy z jednej strony
Biatko 50A kontrolujace cykl komérkowy TMEM30A Btona plazm_atyczna pow1erz.chn1 btony plazmatycznej na druga; . . -
Aparat Golgiego Odpowiada za utrzymane asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidow po
obu stronach btony
Biatko chaperonowe 70 (forma HSPAQ Mitochondrium Bierze udzial w powstawaniu centréw zelazowo-siarkowych (I1SC),

najprawdopodobniej bierze udzial w proliferacji i ,,starzeniu si¢” komorek
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Cytoplazma Wiaze jony Ca?*, heparyne i kinaze C biatek;
Biatko NEL NEL Wyadzielane Bierze udzial w proliferacji komorek;
zewnatrzkomdrkowo Uczestniczy w procesie zaptodnienia
Biatko podobne do alfa-1 kwasnej Wyadzielane Dziata jako biatko transportowe w krwioobiegu;
- . ORM2 . Ny ) .
glikoproteiny 2 zewnatrzkomorkowo Wiaze rozne hydrofobowe ligandy we wnetrzu swojej domeny
Biatko RAP1B 7 rodziny Ras RApip | Blona plazmatyczna Wykazuje aktywnoS¢ GTPazows; .
Cytoplazma Moze bra¢ udziat w formowaniu bariery endotelialnej
Btona plazmatyczna
Aparat Golgiego
Biatko RAB10 z podrodziny Ras RAB10 Blona aparatu Golgiego Biatko transportowe
Btona endosomowa
Blona retikulum
endoplazmatycznego
Btona aparatu Golgiego
Biatko RAB2A z podrodziny Ras RAB2A Blona ml‘Fochondrlum Posiada aktywno$¢ GTPazy
Blona retikulum
endoplazmatycznego
Biatko RABS5B z podrodziny Ras RAB5B Blona plazmatyczna Biatko transportowe
Blona endosomowa
Bialko Ran wiazace GTP RAN Jadro komoérkowe Posiada .aktywnos'c' GTP&}ZY; '
Cytoplazma Uczestniczy w transporcie komorkowym
Biatko RhoC wigzace GTP RHOC Btona plazmatyczna Uczestniczy w transdukcji sygnatow
Wplywa na wzrost komoérek poprzez interakcje z komponentami matriks
Wydzielane zewnatrzkomorkowego i cytokinami;
Biatko SPARC SPARC zewnatrzkomorkowo, Wiaze m.in. jony wapnia, miedzi, kilka typéw kolagenu, albumine,
Btona podstawna trombospondyng i PDGF;
Wiaze si¢ z powierzchnig btony plazmatycznej
Cytoplazma
Biafko szoku termicznego 70 kDa HSP70 Jqd_ro k_om(')rkowe Chaper(?n molekularny chro'ni?tcy proteom przed stresem,; '
Perikarion Zaangazowany w fatldowanie i transport nowo zsyntetyzowanych biatek
Btona plazmatyczna
Zaangazowane w ochrong¢ proteomu przed stresem, fatdowanie i transport
Biatko szoku termicznego 71 kDa HSPAS8 Cytoplazma bialek, formowanie i dysocjacj¢ kompleksow biatkowych oraz apoptoze
komorek
Biatko szoku termicznego 90 kDa — alfa HSP90AAL | Cytoplazma C?ap eron molelk ul.grgl-yilrll(lqgj qcy.dg]r.ziwarﬁe, ustall(lle Iﬁle strnliktury.oraz
Biatko szoku termicznego 90 kDa — beta HSP90AB1 | Melanosomy wiaseiwe) reguiagyi biatek odpowledziainych za cykl Komorkowy 1

transmisje sygnatow
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Bialko uczestniczagce w wewnatrzkomorkowym transporcie kwasow

Mitochondrium
Retikulum endoplazmatyczne

Biatko wiazace kwasy tluszczowe FABP7 Cytoplazma thuszezowych
Biatko wigzace ostong przejrzysta 1 ZPBP1 Akrosom Spermatogeneza, fuzja plemnika z oocytem
474 ¢ przejrzysty Blona akrosomu p g , Tuzjap y
Biatko z rodziny 2 rozpuszczalnych Odpowiedzialne za transport wybranych monosacharydow tj. glukozy, 2-
transporterow, ulatwiajgce transport SLC2A3 Btona plazmatyczna deoksyglukozy, mannozy, ksylozy, fukozy oraz najprawdopodobniej —
glukozy dehydroaskorbinianu przez blong plazmatyczng
Biatko z rodziny polipeptydow Cytoplazma . . .
posiadajacych domeng EF EFHC2 Cytoszkielet Biatko wchodzace w sktad mikrotubul, sktadowa dyneiny
Chaperon BIP z retikulum Cyt_oplazma Bierze udziatl w ,,faldowaniu” oraz degradacji biatek, proliferacji i
HSPAS5 Retikulum endoplazmatyczne . . ’
endoplazmatycznego apoptozie komorek
Melanosomy
Zawiaduje biodostgpnoscig jondw zelazowych;
. Wplywa na ekspresje genow odpowiedzialnych za absorbcje, sekwestracje
Cytoplazmatyczna hydrataza akonitanowa Lo Y S S
. ACO1 Cytoplazma oraz utylizacje wyzej wymienionych jonow;
(akonitaza) . . . .
Moze wptywaé na zahamowanie translacji ferrytyny oraz syntazy ALA
jednoczesénie stabilizujgc mRNA receptora transferyny
. .. . Posiada aktywno$¢ GTPazy;
Czynnik 5 ADP-rybozylacji ARF5 Aparat Golgiego Uczestniczy w transporcie komérkowym
Wykazuje aktywnos$¢ GTPazy;
Czynnik elongacyjny alfa-1 EEF1A Cytoplazma Bierze udzial w procesie biosyntezy biatek;
Wiaze kinazy biatek, tRNA i RNA
Czynnik elongacyjny I EEE? Cytoplazma :?:rtglllazcljjjle GTP-zalezng translokacje rybosomalng podczas elongacji
Nalezy do rodziny ezryn/moezyn/ radyksyn;
F:Z)(nnlk liIHIE—RFl regulujacy wymiang NHERF1 Blona plazmatyczna Zaangazoyvane W reabso‘rpq’@ reszt fosforanowych, kapacytacje i
jonéw Na*/H utrzymanie homeostazy jonow chlorkowych/wodoroweglanu w
plemnikach
Biatko przenoszace elektrony w tancuchu oddechowym;
Cytochrom C CcYC Wewngirzna blona Uczestniczy w powstawaniu ATP;
mitochondrialna . X
Uczestniczy w apoptozie
Deglikaza DJ-1 biatek/kwasow
nukleinowych Btona plazmatyczna
Cytoplazma Deglikuje reszty cysteiny, argininy i lizyny w biatkach, jednoczesnie
PARK7 Jadro komoérkowe ponownie aktywujac je poprzez odwrdcenie glikacji przeprowadzanych

przez glioksale
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Wykazuje aktywnos$¢ dehydrogenazows i nitrozylazowa;

Enzym ciagu glikolizy;
Dehvdrogenaza aldehvdu 3- Cytoplazma Bierze udziat w transkrypcji, transporcie RNA, replikacji DNA i
fosfg Iicgr nowedo y GAPDH Cytoszkielet apoptozie;
g y g Jadro komoérkowe Przeprowadza S-nitrozylacje reszt cysteinowych;
Bierze udziat w organizacji cytoszkieletu;
Wplywa na biosynteze czynnika TNF oraz interferonu typu I
Dehydrogenaza bursztynianowa SDHA \rr):[iic‘;i:l;ﬁ)trré??all)rigna Zaangazowana w mitochondrialny tancuch oddechowy
Dehydrogenaza jablezanowa (forma MDH1 Cytoplazma Bierze udzial w ciggu glukoneogenezy oraz cyklu Krebsa
cytoplazmatyczna)
Dehydrogenaza mleczanowa (fancuch A) LDHA Cytoplazma E?g;gﬁgﬁyw odwracalnym przeksztatcaniu kwasu mlekowego w
Uczestniczy w odwracalnym przeksztalcaniu kwasu mlekowego w
Dehydrogenaza mleczanowa (tfancuch B) LDHB Cytoplazma pirogronowy;
Wiaze NAD i kinazy
Wigze si¢ na powierzchni komorek z r6znymi komponentami
. komoérkowymi m.in. kolagenem, fibryna, heparyng, DNA i aktyna;
. Wydzielana . . Ry ; N
Fibronektyna FN1 . Jest zaangazowana w adhezj¢ i ruchliwo$¢ komorek, procesy opsonizacji i
zewnatrzkomorkowo . . .
bliznowacenia ran oraz utrzymania ksztattu komorek;
Uczestniczy w regulacji poziomu kolagenu |
Fosfataza gamma biatek tyrozynowych typu PTPRG Biatko blonowe Aktywnos¢ fosfatazy tyrozynowej
receptorowego
Fosfataza eta bialek tyrozynowych typu PTPRJ Biatko blonowe Wykazuje aktywnos¢ fosfatazy tyrozynowej
receptorowego
Katalizuje hydroliz¢ PIP2 z wytworzeniem wtérnych przekaznikow tj.:
1,2-diacylogicerolu (DAG) i inozytolo-1,4,5-trifosforanu (IP3);
. i Jadro komoérkowe Odgrywa role w procesie zaptodnienia i embriogenezy kregowcow;
Fosfolipaza C zeta-1 PLCZ1 Cytoplazma Jest biatkiem kandydatem podejrzewanym o udziat w ,,rozpuszczaniu”
ostony przejrzystej przekazywanym z plemnika do cytoplazmy oocytu
podczas procesu fuzji gamet
Acylotransferaza zalezna od jondéw wapnia zaangazowana w tworzenie
Btona plazmatyczna ey . . . . .
. wigzan kowalencyjnych pomigdzy glutaming a aminami
Gamma- glutamylotransferaza 2 biatko- TGM?2 Cytoplazma pierwszarzedowymi;

glutamina

Jadro komorkowe
Mitochondrium

Bierze udzial w angiogenezie, rozwoju kosci, réznicowaniu komorek,
leczeniu ran, modyfikacji chromatyny i apoptozie;
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Wydzielana zewnatrzkomorkowo bierze udziat w tworzeniu sieci
pomiegdzy biatkami sekrecyjnymi

Wydzielana . ., .
_ sewnatrzkomorkowo Zalezna od jonow wapnia;
Gelsolina GSN Cvio a‘l Wptywa na strukture filamentow aktynowych;
yloplazma Bierze udzial w ciliogenezie
Cytoszkielet
GTPaza HRAS HRAs | Blonaplazmatyczna Posiada aktywnos¢ GTPazowa
Aparat Golgiego
GTPaza NRAS NRAs | Blonaplazmatyczna Posiada aktywno$é GTPazowa
Aparat Golgiego
Posiada aktywno$¢ GTPazowas;
Homolog biatka 42 odpowiadajacego za Zwigzany z btong plazmatyczna;
(kontrolujacy) podziaty komorkowe ChC4a2 Blona plazmatyczna Reguluje migracje komorek;
Wiaze kinazy bialek i tioesterazy;
Inhibitor 2 metaloproteinaz TIMP2 Wydzielane Tworzy kompleksy z metaloproteinazami inaktywujac je
zewnatrzkomorkowo
Izomeraza triozofosforanowa TPI1 Cytoplazma Enzym cyklu glikolizy oraz glukoneogenezy, metabolizm weglowodanow
Kalmodulina CALM Zrédtem biatka sg ztozone Uczestniczy w transmisji sygnatéw komorkowych;
CCM1 kompleksy biatkowe Stymuluje wybrane kinazy bialkowe i fosfatazy
Katepsyna D CTSD Lizosom Kwas'na.proteaza, enzym kluczowy w .procesie formowania z6tka;
Uczestniczy w proteolizie oraz procesie apoptozy biatek
Kinaza biatek tyrozynowych typu ROS1 Blona plazmatyczna Bierz’e udzial w réznicowaniu, proliferacji, wzro$cie oraz przezywalnosci
protoonkogenowego komorek
Uczestniczy w syntezie trifosforanow nukleozydow;
. . . . Cytoplazma Zaangazowana w proliferacje,
Kinaza difosforanéw nukleozydéw NDK Blona cytoplazmatyczna R(’)Zn%cowanie i wgrost kornjgrek, transdukcje sygnatow, endocytoze i
ckspresje gendw
Kinaza fosfoglicerynianowa PGK Cytoplazma Enzym cyKlu glikolitycznego
Katalizuje odwracalny transfer reszty fosforanowej z ATP na wybrane
Kinaza kreatynowa podtyp B CKB Cytoplazma fosfogeny;
Pehni kluczowa role w transdukcji sygnatow w plemnikach
Katalizuje odwracalny transfer reszty fosforanowej z ATP na wybrane
Kinaza kreatynowa podtyp M CKM Cytoplazma fosfogeny;
Petni kluczowa rol¢ w transdukcji sygnalow w plemnikach
Kl.naza krea.tynowa podtyp S (forma CKMT2 Wer’thI‘Zl’l?l blona Petni kluczowa rolg w transdukcji sygnalow w plemnikach
mitochondrialna) mitochondrialna
Kinaza pirogronianowa PKM Cytoplazma Enzym ciagu glikolizy
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Kinaza UMP/CMP CMPK Cytoplasz’:l Bilosynteza, nukleotydow’plrymldynowych, aktywno$¢ fosfatazy
Jadro komoérkowe difosforanéw nukleozydow
Zewnatrzkomorkowy chaperon;
Hamuje agregacje nienatywnych bialek wywotang stresem;
Wydzi Nie wymaga do dziatania naktadu ATP;
ydzielana ) . . L. .
. Utrzymuje struktury biatek w stanie czg$ciowo niezwinigtym;
zewnatrzkomorkowo L0 . . . . . .
Cytoplazma _Jeq zwigzanie z receptorami pow1erzch_n_1owym1 btony p_lazmatycznej
Klusteryna CLU X inicjuje proces degradacji lizosomalnej i proteosomalnej;
Jadro komoérkowe . el Lomérk hroni komérki
Mitochondrium Gdy jest wydzie ana zeyqutrz omoérkowo to chroni komoérki przed
Retikulum endoplazmatvczne apoptoza oraz cytoliza jej poszczegdlnych sktadowych;
P y Wspoldziatajac 7 ubikwityna i biatkiem SCF uczestniczy w degradacj
biatek;
Bierze udzial w ré6znicowaniu komorek i stabilizacji biatek
Kofaktor NHE-RF1 regulujacy wymiang System bton Biatko podporowe aczace biatka blony plazmatycznej z biatkami z
L P SLC9A3R1 ) . : ;
jonow Na*/H wewnatrzkomoérkowych rodziny ezryn, moezyn i radyksyn (rodzina ERM)
Wykazuje aktywnos$¢ glukanohydrolazowa;
Lizozym G LYG Wydzielane ' Dziata preferer_lcyjme W stosunku do reszt kwasu N-
zewnatrzkomorkowo acetylomuraminowego;
Moze wykazywa¢ dzialanie antybakteryjne
Wvdzielan Kolagen typu XII wchodzi w interakcje z kolagenem typu I;
Lancuch 1(XII) kolagenu alfa-1 COL12A1 y y , Bierze udziat w adhezji komorek, organizacji fibryli kolagenowych oraz
zewnatrzkomoérkowo oy . ,
roéznicowaniu komoérek endodermalnych
TBA1l
TBA2 Cytoplazma
Lancuch alfa tubuliny TBA4 ytoplaz Sktadowa mikrotubul uczestniczacych w ruchu plemnikow
Cytoszkielet
TBAS
TBAS
TBB1
TBB2
TBB3 Cytoplazma
Lancuch beta tubuliny TBB4 yloplaz Sktadowa mikrotubul uczestniczacych w ruchu plemnikow
Cytoszkielet
TBB5
TBB6
TBB7
Magazynuje jony zelaza w nietoksycznej i fatwo dostepnej formie;
Lancuch ciezki ferrytyny FTH Cytoplazma Wykazuje aktywno$¢ ferroksydazowa;

Dostarcza zelazo do komorek
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Komponent matrix zewnatrzkomoérkowego;

Lancuch C immunoglobuliny lambda LAC Wydzielany . Wla.ze S1¢ z powierz C.hma} blony pla.zr.natycznej; .
zewnatrzkomorkowo Posiada domeny wigzace antygeny i immunoglobuliny;
Bierze udziat w fagocytozie;
Earicuch lekki immunoglobuliny ze statym Wydzielany ' qupoqent matrix zewpqtrzkomorkowego; ‘
. IGLC3 zewnatrzkomérkowo Wiaze si¢ z powierzchnig btony plazmatycznej;
regionem : o s .
Btona plazmatyczna Posiada domeny wiazace antygeny i immunoglobuliny;
Specyficzny receptor zlokalizowany na oolemie bioracy udziat w fuzji
. Cytoplazma ) . . .
Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn ASTL oocytu i plemnika oraz procesie zaptodnienia;
Blona plazmatyczna . . .. . .\ .
Zapobiega polispermii; wykazuje aktywno$¢é proteazowa w kierunku ZP2
Miozyna-9 MYH9 Cytoplaz_ma Bierze udziat w'cztokmeme, formowaniu komorek, sekrecji oraz
Cytoszkielet ,czapeczkowaniu” biatek
. . Wewngtrzna btona . . . . .,
+ 2+ + 2+
Mitochondrialny antyport H*/Ca LETM1 mitochondrialna Mitochondrialne biatko petnigce role antyportu dla jonéw H*/Ca
Enzym ciagu glikolizy;
Mutaza fosfoglicerynianowa 1 PGAM1 Cytoplazma Wykazuje aktywnos¢ hydrolazowa;
Wiaze kinazy bialek
Neuronalny czynnik regulujacy NEGR1 Zaangazowane w adhezje komorek;
(Neurotraktyna) NEGR1 Blona plazmatyczna Nalezy do nadrodziny immunoglobulin
Wiasciwosci bakteriobdjcze;
. Katalizuje oksydacje grup sulfydrylowych w biatkach i peptydach;
Wydzielana ) . ST . .
. Bierze udzial w tworzeniu wigzan disiarczkowych w wielu biatkach
Oksydaza sulfhydrylowa 1 QSOX1 zewnatrzkomorkowo, . h s tkowo:
Aparat Golgiego wyd;lelanyc zewna,trqumor 0WO; o o )
W niektorych tkankach niezbedna do wlasciwej adhezji i migracji
komorek
Odpowiedzialna za transport zelaza z miejsc absorpcji 1 degradacji hemu
Wydzielana do miejsc magazynowania/rozktadania jondw;
Owotransferyna TRFE zewnatrzkomoérkowo Bierze udziat w proliferacji komorek; wykazuje dziatanie
bakteriostatyczne
Peptydylo-prolyl cis/trans izomeraza B PPIB Retikulum endoplazmatyczne | Bierze udzial w fatdowaniu bla’fe_:k poprzez izomeryzacj¢ cis/trans wigzan
Melanosomy wytworzonych przez reszty proliny
Wykazuje wysoka specyficzno$é¢ do tioli;
Peroksyredoksyna-1 PRDX1 Cytoplazma Reguluje poziom wewnatrzkomorkowego poziomu H20,;
Neutralizuje nadtlenki
Cvtoplazma Wykazuje wysoka specyficznosé do tioli;
Peroksyredoksyna-6 PRDX6 LiyZOSpom Reguluje poziom wewnatrzkomorkowego poziomu H20,;

Neutralizuje nadtlenki;
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Reguluje poziom fosfolipidow w komorce

Biatko czapeczkujace filamenty aktynowe zalezne od jonow Ca®*;

Mitochondria

Podjednostka alfa-1 biatka czapeczkujacego CAPZA1 Cytoplazma Najprawdopodobniej bierze udziat w formowaniu potaczen miedzy
F-aktyng Miofibryle ) L .
komorkami epitelialnymi;
Katalizuje hydrolize reszt acetylowych w pozycji sn-2 PAFu oraz jego
Podjednostka alfa-2 acetylohydrolazy IB analogow;
czynnika aktywujacego plytki (PAF) PAFAH1B2 | Cytoplazma Najprawdopodobniej bierze udziat w podziatach mejotycznych meskich
komoérek rozrodczych oraz wstepnym etapie spermatogenezy
Podjednostka alfa-2 biatka czapeczkujacego Cytoplazma . . . . 2
F-aktyne CAPZA2 Miofibryle Biatko czapeczkujace filamenty aktynowe zalezne od jonow Ca
. ) Cytoplazma Komponent proteasomu 20s zaangazowanego w ATP-zalezng degradacje
Podjednostka B-5 proteasomu (fragment) PSMBS5 Jadro komérkowe biatek z dotaczong ubikwityna;
qu jednostlfa beta syntazy ATP (forma ATPSFIR W_ewne;trznfi btona Bierze udzial w syntezie ATP
mitochondrialna) mitochondrialna
. . ) Komponent T-kompleksu dziatajacego jak chaperon molekularny
Podjednostka eta biatka 1 T-kompleksu ccT7 Cytoplazma wspomagajacy proces faldowania biatek pod wptywem hydrolizy ATP
Podjednostka flawoprote_lnowa A SDHA WCWIIQ'LI"ZII?I blona Zaangazowana w mitochondrialny tancuch oddechowy
dehydrogenazy bursztynianowej mitochondrialna
Podjednostka katalityczna beta fosfatazy Cytoplazma . . o .
PP1 serynowo-treoninowej bialek PPP1CB Jadro komérkowe Enzym zaangazowany w podziat komorek i synteze bialek
Podjednostka Rieske kompleksu Wewnetrzna blona . . . ,
cytochromu b-c1 (forma mitochondrialna) UQCRFS1 mitochondrialna Zaangazowana w mitochondrialny faficuch oddechowy
Komponent T-kompleksu zawierajacego chaperoning;
Cytoplazma Chaperon molekularny uczestniczacy w prawidlowym fatdowaniu biatek
Podjednostka teta biatka 1 T-kompleksu CCT8 Cytoszkielet podczas hydrolizy ATP;
Centrosomy Bierze udziat w prawidtowym fatdowaniu aktyny i tubuliny oraz usuwaniu
toksyn
Podjednostka zeta biatka 1 T-kompleksu CCT6 Cytoplazma Biatko chaperonowe, bierze udziat w faldowaniu si¢ aktyny i tubuliny
Podjednostka zelazowo-siarkowa Wewnetrzna blona
dehydrogenazy bursztynianowej (forma SDHB ownetrzne Zaangazowana w mitochondrialny tancuch oddechowy
. : mitochondrialna
mitochondrialna)
Podobny do SSC5D rozpuszczalny receptor Cytoplazma Wykazuje dziatanie bakteriostatyczne;
nekrofagotyczny zawierajacy domeng SSC5D Wydzielany Moze odgrywac role obronng i homeostatyczng niektorych powierzchni
bogata w cysteine zewnatrzkomdrkowo nabtonka
Cytoplazma Zaangazowana w naprawe¢ DNA, degradacje retikulum
Poliubikwityna B UBB Jadro komoérkowe endoplazmatycznego, odpowiedz na stres typu proteotoksycznego,

endocytozg oraz aktywacje swoistych kinaz biatkowych
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Cytoplazma, Wykazuje aktywno$¢ proteazows i dziatanie delipidacyjne w kierunku
Proteaza cysteinowa ATG4B ATG4B Retikulum endoplazmatyczne, | biatek z rodziny ATG8 zaangazowanych w przylgczanie reszt
Mitochondrium fosfatydyloetan oloaminy do blony plazmatycznej
Radyksyna RDX Btona pl_azmatyczna Najprawdopodobniej taczy konce filamentéw aktynowych z btong
Cytoszkielet plazmatyczna
Niezbedny do rozwoju erytrocytow;
Btona plazmatyczna, Dziata jak sensor poziomu lipidow;
Receptor 1 transferyny TFRC Melanosomy Przy wysokim stezeniu stearynianu degraduje¢ mitofuzyne i hamuje fuzjg
mitochondriow, przy niskim - odwrotnie
. o Btona plazmatyczna : ;
Receptor sprzgzony z biatkiem G FzD7 Blona endosomowa Receptor w szlaku sygnalizacyjnym WNT
S-transferaza glutationowa GST Wydzielana ' Blerz_e udzial w powstawaniu glutationu, biogenezie hormonow
zewnatrzkomoérkowo steroidowych
Syntaza kwaséw thuszczowych FASN Cytoplazma Katalizuje syntez¢ dlugotancuchowych kwaséw thuszczowych de novo
Biatko wiazace hormony tarczycy;
Transtyretyna TTR Wydzielana ’ Najprawdoopodobmej wigze tyroksynq i transportujre ja do mézgu; .
zewnatrzkomérkowo Okoto 40% transtyretyny w plazmie wystgpuje w $cistym kompleksie z

biatkiem wiazacym retinol (RBP)
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4.11. Analiza funkcjonalna zidentyfikowanych fosfoprotein

Dzigki zastosowaniu programu ShinyGo 0.77 (ustawienia: gatunek —Gallus gallus,
baza danych — GO Biological Process) wykazano, ze fosfoproteiny plazmy nasienia indora
biorg udziat w zaptodnieniu komoérki jajowej, organizacji cytoszkieletu aktynowego, jego
metabolizmie, wzmacnianiu sygnatu transportu wewnatrzkomoérkowego, ogolnej regulacji
transportu, transporcie pe¢cherzykowym, ustalaniu sktadow proteoméw poszczegdlnych
przedziatéw komorkowych, regulacji organizacji i lokalizacji wybranych komponentéw
komoérkowych oraz lokalizacji makroczasteczek (Rycina 4.49). Z kolei fosfoproteiny
obecne w plemnikach odgrywaja kluczowe role w generowaniu zasobow energetycznych w
komorce, procesach metabolicznych zwigzanych z przemianami glukozy i1 pirogronianu,
interakcji 1 wigzaniu si¢ z plemnika z komodrka jajowa, zaplodnieniu, procesach
metabolicznych obejmujacych nukleozydy, nukleotydy oraz zwiazki niskoczasteczkowe
(Rycina 4.50).

W wyniku przeprowadzeniu analiz interakcji biatko-biatko otrzymano dwie gtowne
sieci potgczen proteomicznych wystgpujace w plazmie nasienia (Rycina 4.51) i plemnikach
indora (Rycina 4.63). Omawiane sieci podzielone zostaty na grupy (klastery) zgodnie z
prawdopodobiefstwem wystapienia interakcji pomigdzy biatkami wchodzacymi w sktad

danego klastera. W plazmie wyrdzniono 11, natomiast w plemnikach 9 takich grup.

W plazmie nasienia indora grupa pierwsza obejmowata biatka kodowane przez
nastgpujace geny: ALB, APOA1, CA2, CLU, CTSD, FTH1, GOT1, ORM2, RBP4, SPARC,
TF, TFRC, TTR. Najwiecej znaczacych interakcji (> 0,7) zaobserwowano w przypadku
albuminy (ALB), ktora jest dominujagcym bialkiem plazmy nasienia indora. ALB
oddziatywata z APOA1 (0,987), GOT1 (0,742), ORM2 (0,848), RBP4 (0,825), SPARC
(0,989), TF (0,836), TFRC (0,801) oraz TTR (0,943). Wskazywac to moze na kluczowa rolg
albuminy w transporcie wybranych zwigzkéw wielkoczasteczkowych i jondow w nasieniu
oraz uczestniczeniu w metabolizmie lipidow plemnikéw indoréw. W przypadku
apolipoproteiny 1 (APOAT1) interakcje obejmowaly gléwnie odziatywania z CLU (0,995),
ORM2 (0,830), RBP4 (0,788), TF (0,976) oraz TTR (0,975). Odziatywania wystgpowaty
glownie pomiedzy biatkami wystepujacymi najobficiej w plazmie nasienia oraz biatkami
regulujacymi gospodarke lipidowa oraz zelazowa w nasieniu. Ponadto na uwage zastuguja
bardzo silne interakcje pomiedzy biatkami odpowiadajgcymi za gospodarke jonami zelaza

w nasieniu to jest pomiedzy FTH1 a TFRC (0,989) oraz TF a TFRC (0,999) (Rycina 4.52).
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Drugi klaster obejmowat biatka kodowane przez nastgpujace geny: ACO1, ALDOC,
GAPDHS, LDHA, LDHB, MDH1, NEGR1, PGAM1, PGK1, PGK2, PKLR, TPI1. S3 to
biatka zaangazowane w ciag reakcji glikolitycznych, ktére w wiekszosci wykazywaty silne
(> 0,7) interakcje pomiedzy sobg. Najwiekszg ilos¢ interakcji, o wysokim poziomie ufnosci,
zanotowano pomig¢dzy izomerazg triozofosforanowa (TPI1) a ACO1 (0,708), ALDOC
(0,982), GAPDHS (0,997), LDHA (0,893), LDHB (0,848), MDH1 (0,798), PGAML1 (0,975),
PGK1 (0,999), PGK2 (0,996), PKLR (0,956). Wskazuja one na $ciste wspotdziatanie
enzymoOw rozktadajgcych glukoze w celu generowania ATP (Rycina 4.53).

Grupa trzecia obejmowata biatka kodowane przez nastepujace geny: IGLLS,
PTPRG, PTPRJ, SSC5D. Dwa z bialek kodowane przez PTPRG i PTPRJ wykazuja
aktywno$¢ fosfataz. Interakcja, ktora wystepowata pomiedzy nimi, charakteryzowata sie
srednim przedziatem ufnosci (0,634). PTPRJ defosforyluje wiele czasteczek sygnatowych
oraz bierze udziat w adhezji, proliferacji, r6znicowaniu i migracji komodrek, natomiast
PTPRG zawiera domene dla fibronektyny. W tej grupie nie zaobserwowano znaczacych

oddzialywan pomiedzy analizowanymi biatkami (Rycina 4.54).

Klaster czwarty zawieral biatka kodowane przez nastepujace geny: ACR, ASTL,
ATP13A4, PAFAH1B2, PLCZ1, ZPBP. Byty to biatka biorace udzial w aktywacji oocytu
oraz procesie zaptodnienia oocytu przez plemnik. Pomigdzy omawianymi biatkami,

wystepowaty jedynie interakcje na poziomie Srednim (przedziat 0,426-0,575) (Rycina 4.55).

Grupa pigta sktadata si¢ z biatek kodowanych przez nastepujace geny: ARFS,
ATG4B, RAB2A, RAB5B, RAP1B. S3 to biatka wigzace GTP, prezentujace aktywnos¢
GTPazowg i biorgce udziat w szlaku endosomalnym. W przypadku tej grupy wykazano
pojedyncza silng interakcje pomiedzy biatkami RAP1B z rodziny Ras oraz RABS5SB
Z podrodziny Ras (0,793). Moze to wskazywaé na wzajemne powigzanie ich funkcji

regulatorowych (Rycina 4.56).

Szosty klaster obejmowal biatka kodowane przez nastgpujace geny: CKB, CKM,
CMPK1, GLG1, NME4, QSOX1. Sa to polipeptydy wykazujace migdzy innymi aktywnos$¢
kinaz, biorgce udziat w biosyntezie kreatyny, fosfokreatyny, rybonukleotydow
pirymidynowych i organicznych fosforanow. Na uwagg zastuguja trzy bardzo silne
interakcje pomigdzy CKB a CKM (0,974), NME4 a CMPK1 (0,967) oraz NME4 a CKB
(0,789). Kinaza kreatynowa typu B (CKB) jest kluczowym enzymem zarzadzajacym

transdukcja energii w plemnikach, wiec jej interakcja z kinazg difosforanow nukleozydoéw
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(NME4) moze pozwala¢ na zachowanie zasobow i obiegu energii w gametach. Z kolei
oddziatywanie NME4 z kinaza UMP-CMP (CMPKI1) moze wskazywaé¢ na udzial tej
ostatniej w odnawianiu zasobu wysokoenergetycznych nukleotydow. Dwa z biatek to jest
oksydaza sulfhydrylowa 1 (QSOXI1) oraz biatko 1 aparatu Golgiego (GLGI1) nie
oddziatywaty z pozostalymi biatkami znajdujacymi si¢ w tej grupie ani w ogdle w catej sieci

proteomicznej plazm nasienia (Rycina 4.57).

Grupa siédma obejmowata biatka kodowane przez nastepujace geny: CALMS,
CHMP4B, TUBA1A, TUBA1B, TUBA3C, TUBAS8, TUBB2A, TUBB2B. Wymienione
biatka biorg udzial w organizacji cytoszkieletu oraz mitozie komoérek. Biatko 4B ciatka
wielopecherzykowego (CHMP4B, endosom) bardzo silnie (= 0,9) oddziatywato
z wybranymi tubulinami tj. TUBALA (0,901), TUBA1B (0,904), TUBAS (0,900), TUBB2A
(0,900) oraz TUBB2B (0,900). Moze to wskazywac, ze dynamika dziatania endosomu jest
oparta na mikrotubulach. Kalmodulina (CALM3) prezentowata interakcje na znacznie

nizszym poziomie ufnosci (Rycina 4.58).

Grupa 6sma obejmowata biatka kodowane przez nastepujace geny: HRAS, NRAS,
ROS1, RPS27A, UBB, YWHAB, YWHAE, YWHAG, YWHAQ, YWHAZ.
W zdecydowanej wigkszosci sg to biatka zaangazowane w apoptotyczna $ciezke sygnalowa
oraz ograniczajace wystgpowanie mutacji w DNA. GTPaza HRAS wykazywata interakcje
z najwickszg iloscig biatek tj. NRAS (0,987), ROS1 (0,841), RPS27A (0,919), UBB (0,925),
YWHAB (0,941), YWHAE (0,942), YWHAG (0,940), YWHAQ (0,935) i YWHAZ (0,946)
stajagc si¢ tym samym kluczowym bialkiem omawianej grupy, ktore dzigki swej funkcji
regulacyjnej mogto posrednio wplywac¢ na wystapienie apoptozy i/lub probe naprawy DNA
w komorce. Jego rola moze by¢ wzmacniana przez oddziatywanie z GTPazag NRAS (Rycina

4.59).

Dziewiaty klaster sktadat si¢ z biatek kodowanych przez nastgpujace geny: ACTAZ,
ANXAL, CDC42, COL12Al1, EEF1AL, FN1, FZD7, GSN, TIMP2, TUBB4A. Wszystkie
kodowane biatka wykazuja silne powinowactwo do anionéw. Ponadto mogg uczestniczy¢
W organizacji cytoszkieletu aktynowego. Najwigcej silnych (> 0,7) oddziatywan
zaobserwowano w przypadku fibronektyny (FN), biatka wystepujacego w wysokich
ilosciach w plazmie nasienia indora. Ze wzgledu na ilos¢ domen znajdujacych si¢ na jej
powierzchni i jej zdolnos$ci wigzace dochodzi do wystgpowania interakcji z ACTA2 (0,766),
ANXAL1 (0,944), CDC42 (0,974), COL12A1 (0,778), EEF1A1 (0,973), FZD7 (0,783), GSN
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(0,942), TIMP2 (0,711) i TUBB4A (0,712). W zwiazku z tym ekspresja fibronektyny jest
niezbedna do zajscia wybranych procesow komorkowych zwigzanych migdzy innymi

z fagocytozg, migracja czy proliferacjg komoérek (Rycina 4.60).

Grupa dziesigta zawierata biatka kodowane przez nastgpujace geny: ACTAL, ACTB,
ACTC1, ACTG1, ACTN1, ACTN4, FASN, MYH9, PPIB, RDX, TUBB1, TUBB3, TUBBG.
Wigkszo$¢ z nich stanowily biatka formujace cytoszkielet komorki tj. aktyny, aktyniny,
radyksyny, miozyny oraz tubuliny. Poza tym polipeptydy te moga wplywaé na ruchliwos$¢
komorek, ich rozwoj, powstawanie potagczen pomigdzy komorkami oraz mogg wpltywaé na
lokalizacj¢ innych biatek w komoérce. Najwiecej interakcji dostrzezono pomigdzy
poszczegbdlnymi rodzajami aktyn, aktynin, aktyn a aktynin, aktyn a radyksyn oraz aktyn
a miozyn. Wiasciwie wszystkie z omawianych interakcji miaty bardzo wysoki przedzial
ufno$ci mieszczacy si¢ w zakresie 0,912-0,998. W przypadku syntazy kwasow thuszczowych
(FASN) wykazano tylko jedng $rednig interakcj¢ z ACTAB (0,624). Zatozono, ze powyzsze
biatka najprawdopodobniej podlegaja koekspresji u innych organizméw. Z kolei interakcje
pomiedzy izomerazg B cis-trans peptydylo-prolinowa (PPIB) a ACTAB (0,571) oraz
ACTG1 (0,452) moga wskazywa¢ na rolg¢ izomerazy w ostatecznym ksztattowaniu
elementéw wchodzacych w sklad aparatu ruchu komorek, ze wzgledu na jej zdolnos¢ do

modulowania procesu faldowania biatek (Rycina 4.61).

Grupa jedenasta byta najliczniejsza i liczyta az 24 biatka kodowane przez nastepujace
geny: ACTG2, ANXA2, CALM1, CALM2, CAPZAL, CAPZA2, CCT6A, CCTS8, EEF2,
HSP90AAL, HSP90AB1, HSPA1A, HSPA1B, HSPAS5, HSPAS, LRP1, PARK7, PRDX1,
PRDX6, PSMBS5, RAB10, RAN, SLC9A3R1, VDAC2. W tej grupie znalazly si¢ bialka,
ktore miedzy innymi modulujg aktywnos¢ fosfodiesteraz nukleotydow cyklicznych, fosfataz
fosfoproteinowych, kalcyneuryny i syntazy tlenku azotu, wptywaja na przystosowanie si¢
komorki do wystepujacego stresu cieplnego lub stresu oksydacyjnego, sa zaangazowane
w tworzenie aglomeratoéw tubulinowych oraz ,.czapeczkowanie” koncoéw aktyny, biorg
udzial w ponownym faldowaniu biatek 1 ich stabilizacji, autofosforylacji biatek, fosforylacji
reszt treonylowych w bialkach a takze wigzaniu plemnika z ostong przejrzysta oocytu
| zaptodnieniu. Najwigcej istotnych oddziatywan (> 0,07) zaobserwowano pomigdzy
biatkami z rodziny HSP a pozostatymi biatkami. W najwigksza ilo$¢ interakcji wchodzito
biatko HSP90OAAI, ktore bardzo silnie (> 0,09) i silnie (> 0,07) oddziatywato z HSPAS
(0,999), HSPA1A (0,999), HSP90AB1 (0,994), HSPA1B (0,991), HSPAS5 (0,978), LRP1
(0,969), CAPZA1 (0,917), CAPZA2 (0,910), CALM2 (0,887), PARK7 (0,871), EE2
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(0,829), CCT8 (0,814), CCT6A (0,758) i CALM1 (0,704). Biatka z rodziny HSP moga
pei¢ role chaperonéw wobec pozostatych polipeptyddéw zebranych w tej grupie i chronigc
je zachowywac ich funkcje regulatorowe, zapewnia¢ nieprzerwang transdukcj¢ sygnatow

wewnatrzkomoérkowych oraz kontrolowaé cykl komérkowy (Rycina 4.62).

Zaotodnienie
Organizacja cytoszkieletu aktynowego

Pozytywna regulacja transportu

Procesy oparte na wioknach aktynowych -log10(FDR)
Regulacja transportu 3.76
Transport za posrednictwem pecherzykow 380
3.84

Ustalanie sktadu odpowiednich przedzialow
Regulacja organizacji komponentow
Regulacja lokalizacji

Lokalizacja makroczasteczek

o
[}

10 15

Poziom wzbogacenia

n
o

Rycina 4.49 Dziesie¢ (Top Ten) najwazniejszych funkcji zidentyfikowanych fosfoprotein plazm
nasienia indorow. Sporzadzony na podstawie bazy danych GO Biological Process w ShinyGO 0.77

Generowanie ATP

Procesy glikolityczne

Zaptodnienie

. . . -log10(FDRY)
Procesy metaboliczne pirogronianu

Procesy metaboliczne ADP

Procesy metaboliczne difosforanu nukleozydu purynowego

Procesy metaboliczne ATP
Wytwarzanie metabolitow prekursorowych i energii
Procesy metaboliczne weglowodanow

Matoczasteczkowe procesy metaboliczne

o
(6]

10 15 20

Poziom wzbogacenia

Rycina 4.50 Dziesi¢¢ (Top Ten) najwazniejszych funkcji zidentyfikowanych fosfoprotein ekstraktow
plemnikowych indoréw. Sporzadzony na podstawie bazy danych GO Biological Process w ShinyGO
0.77
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Rycina 4.51 Analiza sieci interakcji biatko-biatko pomigdzy zidentyfikowanymi fosfoproteinami
plazm nasienia indorow przeprowadzona przez internetowg bazg danych STRING 11.5. Wszystkie
biatka podzielono na 11 grup funkcyjnych. Linie taczace poszczegodlne biatka to interakcje
wystepujace pomiedzy nimi a Kkolory linii oznaczajg: turkusowe - znane interakcje
z wyselekcjonowanych baz danych, rézowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, zielone
— przewidywane interakcje na podstawie sasiedztwa genow, czerwone — prawdopodobne interakcje
na podstawie fuzji gendw, niebieskie - przewidywane interakcje wspolwystepowania gendéw
w szlakach metabolicznych, — dane pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja

genow, fioletowy - homologia biatek. Linie przerywane reprezentuja interakcje pomiedzy biatkami
z réznych grup
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GOT1

B
g GOT1
@  Transport jondéw zelaza @ Regulacja jakosci biologicznej
@ Transport @ Homeostaza chemiczna
@ Przebudowa czastek lipoprotein o duzej gestosci Transport za posrednictwem pegcherzykow

Komorkowa homeostaza jondéw zelaza

Rycina 4.52 Grupa 1. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez
internetowa baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 1. (B). Kolory linii
oznaczaja rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, — dane pochodzace z analizy baz
danych, czarne — koekspresja genow
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@ Glikoliza kanoniczna
@ Procesy metaboliczne NAD/NADH

@ Glukoneogeneza

Rycina 4.53 Grupa 2. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez
internetowg baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 2. (B). Kolory linii
oznaczaja rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na
podstawie sasiedztwa gendw, czerwone — prawdopodobne interakcje na podstawie fuzji genow,
niebieskie - przewidywane interakcje wspotwystepowania genow w szlakach metabolicznych,

— dane pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja genéw, fioletowy - homologia biatek
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Rycina 4.54 Grupa 3. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez
internetowg baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 3. (B). Kolory linii
oznaczaja rodzaje interakcji: rozowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, — dane

pochodzace z analizy baz danych,
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- homologia biatek
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@  Aktywacja komorki jajowe;
@  Wigzanie plemnikow z ostonkg przejrzysta

@  Zaplodnienie

Rycina 4.55 Grupa 4. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez
internetowa baz¢ danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 4. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji:

genow

— dane pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja
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@  Aktywno$¢ GTPazy
@ Wiazanie GTP
@ Aktywno$¢ hydrolaz
Rycina 4.56 Grupa 5. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez

internetowg baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 5. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji: rozowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, niebieskie -

przewidywane interakcje wspotwystepowania genow W szlakach metabolicznych, — dane
pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja genow, - homologia biatek
A

@  Aktywnos$é kinaz Procesy  biosyntezy  rybonukleotydow
pirymidynowych
@ Procesy metaboliczne kreatyny
@ Procesy biosyntezy organicznych fosforanow

@ Procesy biosyntezy fosfokreatyny

Rycina 4.57 Grupa 6. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez
internetowa baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 6. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na
podstawie sasiedztwa genow, niebieskie - przewidywane interakcje wspotwystepowania genow
w szlakach metabolicznych, — dane pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja
genow, - homologia biatek

196



B CALM3

=

C
TUBB2A <
]
\ \- CHMP4B

\! /

@ Organizacja cytoszkieletu mikrotubul
@ Mitotyczny cykl komoérkowy

& Organizacja cytoszkieltu

Rycina 4.58 Grupa 7. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez

internetowg baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 7. (B). Kolory linii
oznaczaja rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,

rozowe - zZnane interakcje okreslone eksperymentalnie, — dane pochodzace z analizy baz
danych, czarne — koekspresja genow bialek, fioletowy - homologia biatek

Al

RPS27A

RPS27A

@ Regulacja proceséw apoptotycznych @ Podatna na bledy synteza translezji (TLS)

@ Wiazanie reszt fosfoseryny Bezbtedna synteza translezji (TLS)

Rycina 4.59 Grupa 8. sieci interakcji biatko-biatko plam nasienia przeprowadzona przez internetowa
baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 8. (B). Kolory linii oznaczajg
rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych, rozowe - znane
interakcje okreslone eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na podstawie sasiedztwa

niebieskie - przewidywane interakcje wspotwystepowania genéw W szlakach

genow,
— dane pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja genow,

metabolicznych,
fioletowy - homologia biatek
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@  Wigzanie anionow @ System odpornosciowy

@ Organizacja cytoszkieletu aktynowego

Rycina 4.60 Grupa 9. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez
internetowa baz¢ danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 9. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
r6zowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, — dane pochodzace z analizy baz
danych, czarne — koekspresja genow, fioletowy - homologia biatek
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@ Organizacja cytoszkieletu | okalizacia hiatka na notaczenin komaorka-komaorka
@ Organizacja struktury aktomiozyny ¢ Organizacja filamentéw aktynowych

@ Ruch oparty na wioknach aktynowych Rozwoj tkanki

Rycina 4.61 Grupa 10. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez
internetowg baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 10. (B). Kolory linii
oznaczaja rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, — dane pochodzace z analizy baz
danych, czarne — koekspresja genow, fioletowy - homologia biatek
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Zaplodnienie
Komoérkowa aklimatyzacja cieplna Stabilizacja biatek

® Odpowiedz na stres oksydacyjny Wiazanie plemnikow z ostonka przejrzysta

20000

® Odpowiedz na stres Wiazanie plemnikéw z ostonka przejrzysta

Rycina 4.62 Grupa 11. sieci interakcji biatko-biatko plazm nasienia przeprowadzona przez
internetowa bazg¢ danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 11. (B). Kolory linii
oznaczaja rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okre$lone eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na
podstawie sagsiedztwa gendéw, niebieskie - przewidywane interakcje wspotwystgpowania gendéw
w szlakach metabolicznych, — dane pochodzgce z analizy baz danych, czarne — koekspresja
gendw, fioletowy - homologia biatek.
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Jesli chodzi o plemniki to pierwszy klaster obejmowatl biatka kodowana przez
nastgpujace geny: ACTAL, ACTB, ACTC1, ACTG1, CALM3, CCT7, CDC42, FASN,
GSN, PPP1CB, RAP1B, RDX, SDHA, SDHB, SLC2A3, TGM2. W tym przypadku roéwniez
wystepowato zréznicowanie funkcjonalnosci biatek. Sg one odpowiedziane miedzy innymi
za metabolizm bursztynianu, tworzenie filamentéw aktynowych oraz lokalizacje biatek
w komorce. Interakcje wystepujace pomigdzy poszczegdlnymi rodzajami aktyn oraz
radyksyn przyjmowaty wartosci pomigdzy 0,485 a 0,998. Sposrod aktyn kluczowa wydaje
si¢ by¢ ACTB, ktora oddzialuje ze wszystkimi bialkami omawianego kompleksu.
Na podkreslenie zastuguja interakcje tworzone przez gelsoling (GSN) z ACTAT1 (0.998),
ACTB (0,874), ACTC1 (0,810), ACTG1 (0,981), ktore moga potwierdza¢ istotng rolg
omawianego biatka w ostatecznym formowaniu mikrofilamentow aktynowych,
zapobieganiu ich reorganizacji i ciliogenezie. Interakcja pomiedzy ACTB a podjednostka
eta biatka 1 T-kompleksu (CCT7) (0,791) moze potwierdza¢ udziat wielu biatek z tej grupy
w organizacji strukturalnej filamentow aktynowych. Z kolei interakcje pomigdzy
homologiem biatka 42 odpowiadajacego za podziaty komoérkowe (CDC42) a biatkiem
RAPI1B z rodziny Ras (RAP1B) (0,965) oraz podjednostka katalityczng beta fosfatazy PP1
serynowo-treoninowej (PPP1CB) (0,732) moga wskazywac na rolg powyzszych w regulacji

cyklu komorkowego, proliferacji oraz migracji komorek (Rycina 4.64).

Druga grupa sktadata si¢ z biatek kodowanych przez nast¢pujace geny: ACTAZ2,
ALB, APOA1, CA2, CYCS, DDX1, FTH1, GOT1, RBP4, TF, TTR. Byly to funkcjonalnie
zréznicowane biatka. Sg zaangazowane w remodelowanie czasteczek HDL, transport
I metabolizm retinoidow, wchianianie i transport Zelaza oraz potranslacyjng fosforylacje
bialek. Albumina wchodzita w interakcje ze wszystkimi pozostatymi biatkami tej grupy.
Interakcje wykazywaly przedziaty ufnosci pomiedzy 0,461 a 0,987. Wysoka zawartos¢ ALB
w plazmie nasienia powoduje, ze moze ona optaszcza¢ powierzchni¢ zawieszonych w niej
plemnikow. Moze petli¢ tez role biatka wigzacego inne polipeptydy. Podobnie jak
w przypadku plazmy najsilniejsze oddzialywanie ALB dotyczylo APOA1, co potwierdza
kooperacje¢ obydwu czasteczek w utrzymaniu prawidlowej homeostazy lipidowej
plemnikdéw (zwlaszcza stosunku lipidow budujacych blony plazmatyczne). Na uwage
zastuguje bardzo silna interakcja ALB z cytochromem C (CYCS) (0,860), ktéra moze
wskazywaé¢ na posiadanie przez albuming domeny wigzacej CYCS. Jedno z bialek to jest

ATP-zalezna helikaza RNA (DDX1) nie oddzialywala z pozostatymi biatkami znajdujacymi
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si¢ w tej grupie, ale oddziatywala z innymi polipeptydami Sieci proteomicznej plemnikoéw
(Rycina 4.65).

Trzeci klaster obejmowat polipeptydy kodowane przez nastepujace geny: ALDOC,
CKB, CKM, CKMT2, ENO1, GAPDHS, GOT2, LDHB, MDH1, PGAM1, PGK1, PGK2,
PKLR, PRDX1, TPI1, UQCRFS1. W wickszosci byly to enzymy zaangazowane
w metabolizm plemnikow to jest glikolize i glukoneogenezg, synteze fosfokreatyny i ATP
oraz procesy metaboliczne zwigzane z przemiang NAD/NADH. Tutaj, podobnie jak
w plazmie, najwigcej silnych interakcji zanotowano pomigdzy TPI1 a PGKI1 (0,999),
GAPDHS (0,997), PGK2 (0,996), ENO1 (0,996), ALDOC (0,982), GOT2 (0,971) i PKLR
(0,956). Wskazuje to na Scisle wspodtdziatanie enzymow zawiadujacych metabolizmem
weglowodanéw  w plemnikach. Zaobserwowano tez wystepowanie silnej interakcji
pomigdzy TPI1 a podjednostkg Rieske kompleksu cytochromu b-c1 (UQCRFS1) (0,703)
oraz pomigdzy peroksyredoksyng 1 (PRDX1) a ENO1 (0,704). Pierwsze z odzialywan
wskazuje na powigzanie metabolizmu weglowodandéw z dziataniem tancucha oddechowego,
natomiast drugie na wspotdziatanie enzymow w ochronie komorek poprzez neutralizowanie

nadtlenkéw i stymulacje produkeji immunoglobulin (Rycina 4.66).

Grupa czwarta bialek byla kodowana przez nastgpujace geny: FABP7, TUBAI1A,
TUBAI1B, TUBA3C, TUBBS3. Biatka te sa integralng czescig cytoszkieletu plemnikow,
wykazujg aktywnos¢ GTP-azowa 1 wigzg GTP. Najsilniejsze interakcje zaobserwowano
mig¢dzy tancuchem beta 3 tubuliny (TUBB3) a pozostatymi tancuchami tubulin to jest
TUBA1A (0,993) i TUBA1B (0,997). Na uwage zastuguje tez interakcja pomigdzy TUBB3
a biatkiem wigzacym kwasy tluszczowe (FABP7) (0,544), ktora moze wskazywac na udziat
omawianych polipeptydow w prawidtlowym wyksztalcaniu komponentéw strukturalnych

I otaczajacych witkg plemnika (Rycina 4.67).

Piaty klaster zawierat polipeptydy kodowane przez nastepujace geny: ACR, ASTL,
PLCZ1, ZPBP. Wszystkie z wyzej wymienionych sg biatkami specyficznymi dla procesow
aktywacji oocytu, wigzania si¢ oocytu z plemnikiem oraz zaptodnienia. Podobnie jak w
plazmie - pomigdzy omawianymi biatkami wystgpowatly interakcje na poziomie $rednim

(przedziat 0,426-0,575) (Rycina 4.68).

Szosta grupa biatek byta kodowana przez nastgpujace geny: CFAP20, EFHC2,
IGLLS, SPATA18. W omawianej grupie odnotowano tylko jedng interakcje o $rednim
przedziale ufnosci (0,470) pomiedzy CFAP20 a EFHC2 (Rycina 4.69).
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Siodmy klaster obejmowal polipeptydy kodowane przez nastepujace geny:
ATP13A4, GSTA3, LETM1, ODF2, PAFAH1B2, TMEM30A. W omawianej grupie nie

odnotowano interakcji pomigdzy wymienionymi biatkami (Rycina 4.70).

Osma grupa biatek byla kodowana przez nastepujace geny: ATG4B, RHOC,
TUBAI1C, TUBA4A, TUBB1, TUBB2A, TUBB2B, TUBB4A, TUBB6. Wszystkie biora
udziat w organizacji cytoszkieletu komorek. Wystepowanie silnych interakcji pomiedzy
nimi potwierdza konieczno$¢ ich wspotdziatania w celu wyksztatlcenia prawidiowo

dziatajacego aparatu ruchu plemnikéw (Rycina 4.71).

Ostatni klaster obejmowatl biatka kodowane przez: ACTG2, ATPSB, CALM1,
CALM2, CCT6A, CCT8, EEF1Al1, EEF2, HRAS, HSP90AAL, HSP90AB1, HSPA1A,
HSPA1B, HSPA8, HSPA9, NRAS, PARK7, RAB10, RPS27A, SLC9A3R1, UBB oraz
VDAC2. Kodowane polipeptydy zaangazowane sa w przystosowywanie si¢ komoérki do
stresu cieplnego i/lub oksydacyjnego, modulowanie aktywnosci kinaz, fosfataz
fosfoproteinowych oraz telomerazy, fatldowanie biatek i ich stabilizacje, réznicowanie
komorek, regulacje apoptotycznej $ciezki sygnalowej i jakosci biologicznej komorek,
wykrywanie uszkodzen DNA, transdukcj¢ sygnaléw i transport wewngtrzkomorkowy.
Kluczowym komponentem tej grupy najprawdopodobniej byto biatko HSP90OAAI, ktore
wchodzito w najwigksza ilo$¢ silnych interakcji z pozostatymi biatkami (przedziat 0,431-
0,999). Biatka z rodziny HSP wykazywaly najwiecej oddziatywan pomiedzy soba.
Najprawdopodobniej kieruja one kontrolg jakosci biologicznej tkanki poprzez wylapywanie
uszkodzonych form komorek, przeprowadzanie proceséw naprawczych w komorkach lub
ich kierowanie na odpowiednie $ciezki degradacyjne. Swiadczy to o kompleksowej
I wielopoziomowej ochronie komoérek przed skutkami oddziatywan srodowiska. Ponadto,
mate molekularne chaperony takie jak podjednostki T-kompleksu (CCT6 i CCT8) moga brac
udziat w faldowaniu aktyn i tubulin a tym samym wptywaé na ruchliwo$¢ plemnikow

(Rycina 4.72).

Podobienstwo sieci proteomicznych wystepujacych w plazmie oraz plemnikach
indora §wiadczy o ciagtej interakcji obu sktadowych nasienia w celu wytworzenia zdolnych
do zaptodnienia gamet. Wyniki analiz wskazuja na mozliwo$¢ przechodzenia cze$ci biatek
plemnikowych do plazmy a takze optaszczania wybranych biatek plazmowych na

powierzchni plemnikow.
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Rycina 4.63 Analiza sieci interakcji biatko-biatko pomigdzy zidentyfikowanymi fosfoproteinami
ekstraktow plemnikowych pochodzacych z nasienia indoréw przeprowadzona przez internetowa
baz¢ danych STRING 11.5. Wszystkie biatka podzielono na 9 grup funkcyjnych. Linie taczace
poszczegolne biatka to interakcje wystepujace pomigdzy nimi, a kolory linii oznaczaja: -
znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych, rézowe - znane interakcje okreslone
eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na podstawie sasiedztwa genow, czerwone —
prawdopodobne interakcje na podstawie fuzji gendow, niebieskie - przewidywane interakcje
wspotwystepowania genéw w szlakach metabolicznych, — dane pochodzace z analizy baz
danych, czarne — koekspresja genow, fioletowy - homologia biatek. Linie przerywane reprezentuja
interakcje pomiedzy biatkami z roznych grup
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@ Procesy metaboliczne bursztynianu @ Regulacja organizacji filamentéw aktynowych
@ Organizacja filamentow aktynowych @ Regulacja proceséw metabolicznych
@ Regulacja organizacji biatek komorkowych Procesy efektorowe uktadu odpornosciowego
Wiazanie jonéw

Rycina 4.64 Grupa 1. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktow plemnikowych przeprowadzona przez
internetowg bazg¢ danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 1. (B). Kolory linii
oznaczaja rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - zZnane interakcje okreslone eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na
podstawie sgsiedztwa genow, niebieskie - przewidywane interakcje wspotwystepowania gendw W
szlakach metabolicznych, — dane pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja
gendw, fioletowy - homologia biatek
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B
@  Przebudowa HDL Potranslacyjna fosforylacja biatek
@ Metabolizm i transport retinoidow @ Metabolizm

@ Wchianianie i transport zelaza

Rycina 4.65 Grupa 2. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktow plemnikowych przeprowadzona przez
internetowg baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 2. (B). Kolory linii
oznaczaja rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, — dane pochodzace z analizy baz
danych, czarne — koekspresja genow
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@  Metabolizm Procesy biosyntezy fosfokreatyny
@ Glikoliza @ Procesy metaboliczne ATP
@ Glukoneogeneza Procesy metaboliczne NAD/NADH

Rycina 4.66 Grupa 3. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktow plemnikowych przeprowadzona przez
internetowa baz¢ danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 3. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okre$lone eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na
podstawie sasiedztwa genow, czerwone — prawdopodobne interakcje na podstawie fuzji genow,
niebieskie - przewidywane interakcje wspotwystepowania genow w szlakach metabolicznych,

— dane pochodzgce z analizy baz danych, czarne — koekspresja genow, fioletowy - homologia biatek
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@ Skiadnik strukturalny cytoszkieletu
@ Aktywnos¢ GTPazy

@ Wiazanie GTP

Rycina 4.67 Grupa 4. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktéw plemnikowych przeprowadzona przez
internetowg baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 4. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
r6zowe - zZnane interakcje okreslone eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na
podstawie sgsiedztwa genow, czerwone — prawdopodobne interakcje na podstawie fuzji gendw,
niebieskie - przewidywane interakcje wspotwystepowania genéw W szlakach metabolicznych,

— dane pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja genow, - homologia biatek

@ Aktywacja komorki jajowej
@ Wiazanie plemnikow do ostonki przejrzystej
@ Zaplodnienie
Rycina 4.68 Grupa 5. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktow plemnikowych przeprowadzona przez

internetowa baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 5. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji: — dane pochodzace z analizy baz danych, czarne — koekspresja

genow

208



CFAP20

&=

SPATA18

Rycina 4.69 Grupa 6. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktow plemnikowych przeprowadzona przez
internetowg baze¢ danych STRING 11.5. Kolory linii oznaczaja rodzaje interakcji: rozowe - znane
interakcje okreslone eksperymentalnie, — dane pochodzace z analizy baz danych, czarne —
koekspresja genow

LETM1

GSTA3 @
ATP13A4

' TMEM30A @
PAFAH1B2 @ ODF2

® S

Wyszczegdlnione biatka wystgpowaty w plazmie nasienia i najprawdopodobniej

optaszczaly plemniki.

Rycina 4.70 Grupa 7. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktow plemnikowych przeprowadzona przez
internetowg baz¢ danych STRING 11.5.

TUBB2B TUBB2B

| TUBB2A

@ Komoérkowa aklimatyzacja cieplna

@ Ponowne faldowanie biatek

Rycina 4.71 Grupa 8. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktow plemnikowych przeprowadzona przez
internetowg baze danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 8. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okreslone eksperymentalnie, — dane pochodzace z analizy baz
danych, czarne — koekspresja genow, fioletowy - homologia biatek.
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B
@ Stabilizacja bialek
@ Regulacja reakcji na stres
Regulacja szlaku sygnatowego apoptoz
@ Regulacja aktywnosci kinazy s Ve 80 apopiosy
Regulacja jakosci biologicznej
@ Regulacja aktywnosci fosfatazy fosfoproteinowej
@ Wykrywanie uszkodzen DNA
Regulacja aktywnosci telomerazy @ Transdukcja sygnatu wewnatrzkomorkowego
@  Ponowne fatdowanie biatek @ Transport wewnatrzkomoérkowy

Rycina 4.72 Grupa 9. sieci interakcji biatko-biatko ekstraktoéw plemnikowych przeprowadzona przez
internetowa baz¢ danych STRING 11.5. (A) oraz wybrane funkcje biatek grupy 9. (B). Kolory linii
oznaczajg rodzaje interakcji: - znane interakcje z wyselekcjonowanych baz danych,
rozowe - znane interakcje okre$lone eksperymentalnie, zielone — przewidywane interakcje na
podstawie sasiedztwa genoéw, czerwone — prawdopodobne interakcje na podstawie fuzji genéw,
niebieskie - przewidywane interakcje wspotwystgpowania genow w szlakach metabolicznych,

— dane pochodzgce z analizy baz danych, czarne — koekspresja genow, fioletowy - homologia biatek

210



4.12. Réznice wystepujace w obrebie fosfoproteomu nasienia indorow

Na ponizszych schematach przedstawiono geny, ktorych produkty podlegaja zroznicowanej fosforylacji w nasieniu biatym i zottym

niezaleznie od sezonu (Rycina 4.73, Rycina 4.74) oraz podczas sezon6w wiosenno-letniego i jesienno-zimowego bez wzgledu na rodzaj nasienia

(Rycina 4.75, Rycina 4.76).

SPARC
PPIB

TRFE

\\ ) N

ORM2

APOA1

. PLAZMA e

NASIENIA

\\

IGLC3

FTH

Gen Bialko
SPARC Biatko SPARC
PPIB Peptydylo-prolyl cis/trans izomeraza B
TRFE Owotransferyna
QSOX1 Oksydaza sulthydrylowa 1
PRDX1 Peroksyredoksyna-1
PRDX6 Peroksyredoksyna-6
FASN Syntaza kwaséw tluszczowych
CKB Kinaza kreatynowa podtyp B
ORM2 Biatko podobne do alfa-1 kwasnej glikoproteiny 2
APOAI Apolipoproteina Al
Podobny do SSC5D rozpuszczalny receptor
SSC5D L .
nekrofagotyczny zawierajacy domene bogata w cysteing
IGLC3 Lancuch lekki immunoglobuliny ze stalym regionem
LAC Lancuch C immunoglobuliny lambda
FTH

Lancuch cigzki ferrytyny

Rycina 4.73 Schemat przedstawiajacy geny, ktorych produkty podlegaja zroznicowanej fosforylacji w plamie nasieniu biatego (kolor biaty) i zottego (kolor

701ty)
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TBB

GAPDH T CKB
UuBB TTR
PLEMNIKI
VDAC2 o PRDX1
CKMT2 RBP4
,,,,,,,\w/ :

Gen Bialko
TBB Tubuliny
GAPDH Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
UBB Poliubikwityna B
VDAC2 Biatko 2 aniono i napigciozaleznego kanalu jonowego
CKMT2 Kinaza kreatynowa typu S (forma mitochondrialna)
CKB Kinaza kreatynowa podtyp B
TTR Transtyretyna
PRDX1 Peroksyredoksyna-1
RBP4 Biatko 4 wigzace retinol
TPI1 Izomeraza triozofosforanowa

Rycina 4.74 Schemat przedstawiajacy geny, ktorych produkty podlegaja zréznicowanej fosforylacji w plemnikach nasienia biatego (kolor biaty) i zoitego (kolor

701ty)
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Gen

Bialko

PRDX1 Peroksyredoksyna-1
PRDX6 Peroksyredoksyna-6
GSN Gelsolina
HSP90 Biatko szoku termicznego 90 kDa
PPIB Peptydylo-prolyl cis/trans izomeraza B
FTH Lancuch cigzki ferrytyny
PLAZMA ASTL Metaloendopeptydaza z rodziny astacyn
NASIENIA TTR Transtyretyna
‘ Aminotransferaza asparaginowa (forma
GOT1
cytoplazmatyczna)
CKB Kinaza kreatynowa podtyp B
APOA1 Apolipoproteina Al
LAC Lancuch C immunoglobuliny lambda
QSOX1 Oksydaza sulthydrylowa 1
SPARC

Biatko SPARC

Rycina 4.75 Schemat przedstawiajacy geny, ktorych produkty podlegaja zr6znicowanej fosforylacji w plazmie nasienia pochodzacego z sezonu wiosenno-
letniego (kolor zielony) i jesienno-zimowego (kolor niebieski)
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Gen Bialko
TBB4 Lancuch beta-4 tubuliny
CKB Kinaza kreatynowa podtyp B
‘ ACR Akrozyna
PLEMNIKI ‘ RPS27A Biatko 27A rybosomu 40s skoniugowanego z ubikwityna
RAPIB Biatko RAP1B z rodziny Ras
TTR Transtyretyna

Rycina 4.76 Schemat przedstawiajacy geny, ktorych produkty podlegaja zréznicowanej fosforylacji w plemnikach nasienia pochodzacego z sezonu wiosenno-

letniego (kolor zielony) i jesienno-zimowego (kolor niebieski)
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5. Dyskusja

W latach sze$édziesigtych ubieglego wieku Saeki i Brown (1962) zauwazyli, ze
indory produkujace nasienie o zo6ttej barwie nie uzyskuja porownywalnych wskaznikéw
zaptadnialnosci jaj do indorow produkujgcych biate nasienie. Zaobserwowane zaleznosci
potwierdzit Cherms (1968). W kolejnych latach Thurston i inni (1975) odkryli, ze nasienie
o 7z0lej barwie zawiera znacznie wigcej nieprawidlowo rozwini¢tych spermatyd oraz
makrofagéw. Thurston i inni (1982) zaproponowali takze wprowadzenie podziatu
ejakulatow indoréw na te, ktore cechowaly si¢ lepszymi parametrami przyzyciowymi
plemnikdw 1 nizszg zawarto$cig biatka w plazmie nasienia — biale oraz tymi prezentujacymi
gorsze wlasciwosci 1 wyzszg zawarto$¢ biatka w plazmie — z6lte. Od tego momentu barwa
nasienia stata si¢ gldéwnym wyznacznikiem przydatnosci nasienia do procesu Sztucznej
inseminacji indyczek na fermach zarodowych. Potwierdzaly to kolejne badania, ktore
donosity, ze nasienie zolte cechuje si¢ znacznie wyzszg zawartoscia cholesterolu, albuminy,
transtyretyny, hemopeksyny, immunoglobulin, biatka podobnego do proteinazy, malonylo-
CoA i pirofosforanu fernezylu (FPP) oraz spadkiem zawartosci monojodotyrozyny (Hess
i Thurston 1984; Slowinska in. 2015; Slowinska i in. 2017; Slowinska i in. 2018). Dlatego
podziat ejakulatow na dobre i zte, w zaleznosci od ich barwy, jest stosowany na fermach do

dzis.

5.1. Wplyw rodzaju ejakulatu na parametry nasienia indora

W niniejszych badaniach wykazano statystycznie istotne réznice w parametrach
charakteryzujacych nasienie biate oraz z syndromem YSS u indoréw. Potwierdzaja one
wczesniejsze doniesienia o nizszej zawartosci biatka catkowitego (Thurston i in. 1982;
Hess i Thurston 1984) oraz albuminy (Slowinska i in. 2019) w biatych plazmach nasienia.
Hess i Thurston (1982) zaobserwowali wyzsze aktywnosci AspAT, ACP oraz SOD
w plazmie nasienia zottego. W niniejszej pracy zanotowano statystycznie istotne roznice
w aktywno$ciach fosfataz kwasnej 1 alkalicznej. Zdecydowanie wyzsze aktywnosSci
wspomnianych enzyméw prezentowaly ejakulaty z syndromem YSS. Nie zanotowano
natomiast roznic w aktywnosciach dysmutazy ponadtlenkowej w obu rodzajach nasienia.
Wedtug Stewinskiej i innych (2011) w nasieniu z syndromem YSS obserwuje si¢ wyzsza
aktywno$¢ SOD, gdzie stanowi ona jedng z gtownych barier antyoksydacyjnych uktadu.

Rozbieznos¢ uzyskanych wynikow moze wynika¢ z wykorzystania w niniejszych badaniach
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nasienia innej linii indorow. Pozostate badane enzymy antyoksydacyjne to jest peroksydaza
glutationowa oraz katalaza wykazywaly zréznicowang aktywnos$¢. Aktywno§¢ GPx byla
niemal dwukrotnie nizsza w nasieniu biatym, natomiast CAT pozostawata na
porownywalnym poziomie. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w plazmie nasienia YSS
zanotowano statystycznie istotnie wyzszg zawarto§¢ glutationu oraz malondialdehydu co
moze potwierdza¢ teori¢ o wzmozonej ochronie antyoksydacyjnej plemnikow nasienia
z0ttego. Spowodowane moze by¢ to nasilonym procesem peroksydacji lipidow btonowych.
Stowinska i inni (2018) zauwazyli, ze peroksydacje mogg nasila¢ znaczace ilo$ci malonylo-
CoA obecne w plazmie YSS. Niewtasciwy metabolizm lipidéw moze przyczyniaé si¢ do
powstawania licznych wakuol thuszczowych w réznych odcinkach uktadu rozrodczego
samcOw produkujacych ejakulaty YSS (Slowinska i in. 2017). Wigksza ilos¢ wakuol moze
z kolei podlega¢ procesom peroksydacji i generowania nadtlenkow lipidow, a to moze
bezposrednio wzbudza¢ intensywniejsze zabezpieczenie antyoksydacyjne plazmy nasienia

z syndromem Y'SS.

Rodzaj nasienia wptywal takze znaczaco na parametry plemnikow. Statystycznie
istotnie wyzsze wartosci parametrow TMOT, VCL i BCF obserwowano w nasieniu biatym.
Z kolei w nasieniu zO6ltym notowano statystycznie istotnie wyzsze parametry VSL, STR
i LIN. Plemniki charakteryzujace si¢ wyzszym parametrem VCL posiadaja mniej
sfragmentowane DNA, a co za tym idzie wyzszy potencjal zaptadniajacy (Fréour i in.
2010). Domostawska i inni (2013) wykazali, ze parametry VAP, VCL, VSL i BCF sa
dobrymi wskaznikami potencjatu zaptadniajacego plemnikow pséw 1 wskazujg na ich
zdolno$¢ do ruchu progresywnego i penetracji ostony przejrzystej komorki jajowej
(Verstegen i in. 2002). Ponadto w plemnikach m¢zczyzny wyzsze parametry VCL i BCF
korelowaly z wydajniejsza 1 szybsza penetracja komorek jajowych w probach
przeprowadzanych in vitro (Fetterflof i Rogers 1990). Jak podaja Pilane i Mapeka (2021)
podwyzszone warto$ci parametrow STR i LIN koresponduja z wystapieniem zjawiska stresu
oksydacyjnego w nasieniu kogutow oraz pozytywnie koreluja z odsetkiem plemnikoéw
posiadajacych fragmentowane DNA u me¢zczyzn (Ayad i in. 2021). Wyniki uzyskane
W ramach niniejszej pracy moga wiec potwierdza¢ obnizong jako$¢ plemnikow
pochodzacych z nasienia YSS w stosunku do plemnikéw z nasienia biatego 1 wskazywac na

wieksza podatno$¢ zottego nasienia na wystgpienie w nim zjawiska stresu oksydacyjnego.

Wiele badan wykazato, ze wybrane antyoksydanty chronig bton¢ plazmatyczng

plemnikow przed uszkodzeniami, a tym samym zwigkszaja ich przezywalnos¢ (Khan i in.
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2012). Plemniki z ejakulatoéw z syndromem YSS charakteryzowaly si¢ nizszg koncentracja,
integralnoscia bton komorkowych, funkcjonalno$cia mitochondriow oraz wyzsza
aktywnoscig wybranych enzyméw antyoksydacyjnych takich jak SOD, GPx i CAT.
Uzyskane wyniki sg zgodne z rezultatami uzyskanymi przez Koziorowska-Gilun i innych
(2016), ktorzy wykazali, ze aktywno$¢ CAT jest czterokrotnie, a aktywnos¢ SOD niemal
dwukrotnie, wyzsza w plemnikach YSS w poréwnaniu z plemnikami z nasienia bialego.
Dowiedziono istnienia pozytywnej (p < 0,05) korelacji pomiedzy aktywnoscig dysmutazy i
negatywnej pomig¢dzy aktywnoscig katalazy a funkcjonalno$cig mitochondriow w nasieniu
biatym (Koziorowska-Gilun i in. 2016), ktore potwierdzaja rezultaty Kobayashiego i
innych (1991) sugerujace, ze aktywno$¢ SOD w plemnikach znaczaco koreluje z odsetkiem
ruchliwych gamet. Omawiane Korelacje nie zostaly potwierdzone w toku prowadzonych
badan. Z kolei w plemnikach pochodzacych z nasienia YSS wykazano istnienie dodatnich
korelacji pomigdzy aktywnosciag CAT, aktywno$ciag GPx a integralno$cia bton w rejonie
akrosomowym (Koziorowska-Gilun i in. 2016), co potwierdzily badania prowadzone
w ramach niniejszej pracy. Wyzej wymienieni autorzy zasugerowali, ze gorsza jako$¢
plemnikéw pochodzacych z nasienia YSS moze by¢ zwigzana z obnizonymi parametrami
PMI oraz MMP. Wyniki naszych badan potwierdzity ten wniosek i jednoczesnie wskazaty
na wzmozong aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych w plemnikach. Ponadto
udokumentowano statystycznie istotnie wyzszg zawarto$¢ zredukowanego glutationu (GSH)
w plemnikach od osobnikow z YSS. Nadmiar GSH jest czesto przyczyng stresu
redukcyjnego, ktorego skutkiem jest zaburzenie rownowagi stanu redoks i cytotoksycznosci.
Co ciekawe, zwiekszona pula mitochondrialnego GSH wptywa na tancuch transportu
elektrondw, prowadzac do generowania nadmiernych ilo$ci  anionorodnika
ponadtlenkowego, a tym samym zwigkszania aktywnosci SOD w plemnikach (Zhang i in.
2012). Nasilona ochrona antyoksydacyjna gamet moze by¢ spowodowana przez probe
podtrzymywania przez nie funkcjonalnosci wlasnych mitochondriow. Plemniki zawierajg
liczne mitochondria, ktore sg niezb¢dne do zapewnienia energii dla ruchu gamety. Produkcja
RFT znaczaco wzrasta w uszkodzonych czy strukturalnie naruszonych mitochondriach, co
z kolei moze prowadzi¢ do uposledzenia ich funkcji (Evenson i in. 1982). Gomez i inni
(1998) podali, ze ilos¢ RFT generowanych przez gamety jest odwrotnie proporcjonalna do
jakosci plemnikow w swiezym ejakulacie. Co wigcej, dowiedziono istnienia statystycznie
istotnej korelacji pomigdzy obecno$cig produktow peroksydacji lipidow w nasieniu

a znaczacym spadkiem ruchliwosci plemnikéw mezczyzn (Alvarez i in. 1987).
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5.2. Wplyw sezonu na parametry nasienia indora

Badania wykazaly, ze podwyzszona temperatura negatywnie wptywa na plemniki,
w tym ich koncentracje w ejakulacie, morfologie, ruchliwos$¢, sktad ich blony komoérkowe;j
oraz integralnos¢ DNA (Rahman i in. 2018). Ejakulaty pobierane w okresie wiosenno-
letnim zwykle wykazuja obnizone parametry jakoSciowe w stosunku do ejakulatow
pobieranych w chtodniejszych miesigcach roku. Jest to konsekwencja wybranych
czynnikéw, takich jak cho¢by adaptacja organizmu do stresu cieplnego czy obnizony
poziom hormondéw gonadalnych (Murase i in. 2007). Z przeprowadzonych analiz wynika,
ze sezon znaczaco wplywa na parametry nasienia indora. W przemystowej produkcji
drobiarskiej uwaza sig, ze pora roku nie wptywa na funkcjonowanie uktadéw rozrodczych
samcow indorow, a wiec 1 jakos¢ ich ejakulatow. Tlumaczy si¢ to faktem zachowywania
wlasciwych dla gatunku, jednolitych i optymalnych warunkéw utrzymania podczas catego
okresu odchowu ptakow. Z drugiej strony sezonowo$¢ rozrodu ptakow wydaje si¢ by¢
mocno zalezna od szybkich zmian zachodzacych w fotoperiodzie (Dawson i in. 2001).
Dhugos¢ dnia S$wietlnego warunkuje przebieg dojrzewania plciowego, nie$nosc,
dtugotrwatos¢ pobierania paszy czy spoczynku. Ptaki posiadaja wewnetrzny rytm
reprodukcyjny, ktory jest zsynchronizowany z sezonowymi zmianami zachodzacymi
w srodowisku, a zwlaszcza wydtuzaniem dnia $wietlnego. Na rytm sezonowy sktadaja sig,
wszelkie osobnicze odpowiedzi na fotoperiod w postaci przeplatajacych si¢ reakcji
fotosensytywnosci oraz fotorefrakcji. Sezon rozrodczy ptakow rozpoczyna si¢ na jesient,
kiedy ptaki stajg si¢ fotosensytywne. Moment wystgpienia gotowosci reprodukcyjnej jest
wtedy warunkowany dziataniem swoistego ,,napgdu” podwzgorzowego oraz wrazliwoscia,
zarowno podwzgodrza jak 1 przysadki, na hamujace dzialanie gonadalnych hormonoéow
steroidowych. Jesli wrazliwo$¢ jest wysoka, to wzrost gonad nie nastagpi az do momentu
przekroczenia progu dtugosci dnia swietlnego po okresie przesilenia zimowego. W takim
wypadku okres sktadania jaj rozpocznie si¢ dopiero p6zng zimg, wiosng lub nawet latem.
Z drugiej strony, jesli hamujace dziatanie hormonow steroidowych bedzie relatywnie niskie,
a wzrost gonad bedzie postgpowal, to ptaki szybko stang si¢ fotosensytywne, a co za tym
idzie sezon rozpocznie si¢ pdzng jesienig lub zimg. Na zapoczatkowanie okresu sktadania
jaj wplyw maja takze hierarchia stada, dostgpnos$¢ jedzenia, temperatura lub nawet pora
deszczowa. Co ciekawe, u niektorych gatunkéw ptakdéw, maja one znacznie wigksze
znaczenie w rozpoczeciu sezonu rozrodczego niz dtugosé dnia $wietlnego (Cockrem 1995).

Wysoka temperatura otoczenia jest jednym z najwazniejszych stresorow powodujacym
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dotkliwe straty w produkcji drobiarskiej, w tym stabe przyrosty dobowe, immunosupresje,
wysoka $miertelno$¢ zwierzat, obnizong wydolno$¢ uktadu rozrodczego (Boni 2019) oraz
pogorszenie jakosci uzyskiwanego migsa (Lin i in. 2006). Co ciekawe, na stres cieplny
bardziej narazone sg postmejotyczne stadia rozwojowe plemnikow to jest spermatogonia,
spermatocyty i spermatydy. Plemniki dojrzewajace w najadrzach sa uwazane za znacznie
mniej podatne na uszkodzenia wywolywane wysoka temperaturg (Rahman i in. 2018).
Buhaje narazone na stres cieplny w okresie lata demonstrujg zmniejszenie masy jader
i wahania w produkcji testosteronu (Setchell 1998) oraz zmniejszenie koncentracji
plemnikoéw, ich ruchliwosci, integralnosci ich plazmolemy oraz zwickszone wystepowanie
mutacji DNA i nieprawidlowosci morfologicznych w plemnikach (Hansen 2009).
Wykazano, ze ostry stres cieplny (34°C) u kurczat indukuje znaczng produkcje RFT
I moduluje aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych, w tym SOD, CAT i GPx (Yang i in.
2010). Wystapienie zjawiska stresu cieplnego (32 + 1°C) u kurczat brojleréw wzmagalo
aktywnos¢ SOD i hamowato GPx w osoczu. Z kolei Liu i inni (2014) dowiedli, ze stres
cieplny obniza poziom GSH i hamuje aktywnos¢ GPx, SOD i CAT w surowicy u ptakow. Z
drugiej strony zbyt niska temperatura otoczenia wywotuje dyskomfort ptakow i takze moze
indukowa¢ zmiany w dziataniu systemow antyoksydacyjnych. Dowiedziono, Ze brojlery
wystawione na dziatanie chtodnego $rodowiska przez 3 tygodnie, wykazywaly nizsza
aktywnos¢ SOD w osoczu Krwi (Pan i in. 2005).

W niniejszych badaniach zaobserwowano statystycznie wyzsza zawarto$¢ biatka
catkowitego w plazmach nasienia indoro6w podczas okresu jesienno-zimowego, bez wzgledu
na barwe nasienia. Plazmy z tego okresu charakteryzowaty si¢ takze wyzsza aktywno$cia
fosfatazy kwasnej (p < 0,05) 1 dysmutazy ponadtlenkowej (p < 0,01), nizsza aktywnoScia
peroksydazy glutationowej 1 katalazy (p < 0,01) oraz nizsza zawartoscig glutationu
(p <0,01). Alvarez i inni (1987) zaobserwowali, ze aktywno$¢ SOD w plazmie nasienia jest
dodatnio skorelowana z ruchliwoscig plemnikéw. W plazmie nasienia trykow wyzsza
zawarto$¢ biatka catkowitego notuje si¢ podczas sezonu rozrodczego (to jest okresu
pomiedzy pazdziernikiem a lutym) (Marti i in. 2007). Podobng tendencje obserwuje si¢
takze w przypadku nasienia knuréw (Koziorowska-Gilun i in. 2011). Wspomniani autorzy
wykazali takze nizsza aktywno$¢ GPx w plazmach nasienia knuréw w okresie jesienno-
zimowym. W odrdznieniu od naszych wynikow aktywnos¢ SOD byta nizsza, a CAT wyzsza
podczas catego wyzej wymienionego okresu. Nichi i inni (2006) zaproponowali, ze wyzsza

aktywno$¢ GPx w plazmie buhaja w sezonie letnim moze by¢ odpowiedzig na wyzsze
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poziomy generowanych wolnych rodnikéw w nasieniu. U indoréw najwyzsza aktywno$¢
GPx zanotowano w plazmie nasienia zottego wilasnie podczas sezonu wiosenno-letniego.
Wedlug Asadpoura i Tayefi-Nasrabadiego (2012) aktywnos¢ CAT w plazmie nasienia
buhajow jest 0 wiele wyzsza jesienig (p<0,0001) niz w pozostalych okresach roku.
Natomiast aktywnos$¢ GPx jest najnizsza (p <0,01) w zimie. Autorzy nie wykazali zwigzku
pomiedzy aktywnos$cig SOD w plazmie a sezonem. W naszych badaniach omawianego
zwigzku rowniez nie wykazano. System ochrony antyoksydacyjnej nasienia jest gatunkowo
uwarunkowany. Jego wydolno$¢ zalezy od funkcji jakic majg wypelnia¢ poszczegdlne
enzymy antyoksydacyjne, kompozycji i ilosci kwasow tluszczowych budujacych btony
komorkowe oraz zdolnosci do funkcjonowania plemnikow w warunkach aerobowych i/lub
anaerobowych. Plemniki indora wykazujg zywotno$¢ tylko w warunkach dostgpu tlenu,
wiec potrzeba posiadania przez nie wystarczajacej ochrony antyoksydacyjnej staje si¢
nicodzowna. Wykazano, ze enzymatyczny system antyoksydacyjny W nasieniu indora dziata

0 wiele bardziej wydajnie niz w nasieniu koguta (Santiago-Moreno i Blesbois 2020).

Niniejsze badania wykazaly takze wptyw sezonu na wybrane parametry ruchu
plemnikéw. Wykazano, ze parametry VCL 1 BCF pozostawaty wyzsze, a parametry STR
I LIN nizsze w nasieniu z okresu jesienno-zimowego. Statystycznie wyzsze (p < 0,05)
warto$ci parametrow VCL oraz BCF notuje si¢ w plemnikach ogiera w sezonie rozrodczym
(Suliman i in. 2020). Z kolei u samca osta najwyzsze warto$ci parametrow VCL i BCF
anajnizsze LIN notuje si¢ w okresie zimy (Carluccio i in. 2013). Wspomniani autorzy
thumacza to faktem przygotowywania si¢ uktadu rozrodczego samca do sezonu rozrodczego,
ktory rozpocznie si¢ jak tylko zacznie si¢ zwigksza¢ dlugo$¢ dnia Swietlnego. Korzystniejsze
parametry ruchu plemnikéw indoréw w sezonie jesienno-zimowym mozna wigc thumaczy¢
wydajniejszg pracg ich uktadu rozrodczego w odpowiedzi na zwiekszajacg si¢ dtugos¢ dnia
swietlnego. Centola i Eberly (1999) wykazali, ze koncentracja plemnikoéw w ejakulacie jest
najwyzsza w zimie (p = 0,004), podczas gdy najwyzsza ruchliwo$¢ plemnikéw notuje sig
podczas jesieni i zimy (p = 0,03). W okresie jesienno-zimowym w ejakulatach indorow
zaobserwowano takze nizszy odsetek plemnikéw generujacych tlenek azotu,
proapoptotycznych oraz nekrotycznych. Moglo by¢ to zwigzane z nizszym poziomem
reaktywnych form wolno rodnikowych w nasieniu, co z kolei przejawiato si¢ nizsza
aktywnoscig wybranych enzyméw antyoksydacyjnych. Zaréwno aktywno$¢ SOD jak i CAT
byty statystycznie nizsze (p < 0,01 i p < 0,05) w wyzej wymienionym okresie. Wyniki

naszych badan wskazaly jednak na istnienie silnej dodatniej korelacji pomiedzy aktywnos$cia
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SOD w plemnikach indoréw a ich ruchliwosciag w okresie wiosenno-letnim. Co ciekawe,
zawarto$¢ glutationu w plemnikach byta wyzsza w okresie jesienno-zimowym. Moze t0
wskazywaé na lepsze zabezpieczenie systemu ochrony antyoksydacyjnej plemnikoéw
indorow 1 jednoczesne mniejsze narazenie gamet na wystgpienie zjawiska stresu
oksydacyjnego w tym czasie. Komponenty wewnatrzkomorkowego systemu GSH z reguty
wystepuja w nizszych ilosciach w ejakulatach o stabej jakosci. Najprawdopodobniej nizsza
zawarto$¢ wewnatrzkomorkowego GSH jest zwigzana z wystgpowaniem nieprawidtowosci
morfologicznych w plemnikach. Totez wystarczajaca rezerwa glutationu w powigzaniu
z aktywnoscia GPx jest niezbedna do eliminacji wolnych rodnikéw, utrzymania przez
plemniki zywotno$ci oraz zdolno$ci do przetrwania procesu kriokonserwacji (Meseguer

i in. 2007).

5.3. Znaczenie procesow fosforylacji/defosforylacji bialek w fizjologii nasienia

indora

Obecno$¢ wybranych biatek w komodrce, ktére ulegly niewlasciwie
przeprowadzonemu procesowi modyfikacji potranslacyjnej (PTM), powigzano z licznymi
chorobami oraz zaburzeniami w dojrzewaniu komorek (Wang i in. 2014). Wielu autoréw
wskazuje, ze niektore stany patologiczne zwigzane z funkcjonowaniem meskiego uktadu
rozrodczego, jak na przyklad niemozno$¢ uzyskania przez plemniki ruchliwosci, powstaja
w wyniku deregulacji procesow PTM w plemnikach. Wigkszo$¢ badan opiera si¢ na
determinowaniu nasilenia fosforylacji reszt serynowych, treoninowych oraz tyrozylowych
w bialkach, czyli okre$lenia stopnia tak zwanej fosforylacji kanonicznej. Jednak fosforylacji
podlegaja takze inne reszty aminokwasowe. Aminokwasy takie jak histydyna, lizyna,
arginina, kwas glutaminowy czy cysteina takze moga ulega¢ procesowi fosforylacji na
drodze fosforylacji niekanonicznej (Adam i Hunter 2018). Ogromna r6znorodnos$¢ profili
fosforylacji bialek mocno komplikuje poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, ktoére z wyzej
wymienionych fosforylacji wptywaja na zywotno$¢ komorki (Beltrao i in. 2013). Stad
poszukiwanie i1 wyjasnianie mechanizmoéw odpowiedzialnych za utrzymanie balansu
pomiedzy procesami fosforylacji a defosforylacji bialek nasienia jest niezbedne dla
okreslenia funkcjonowania uktadu rozrodczego (Serrano i in. 2022). Zaréwno rozwoj
struktur plemnika, jak 1 uzyskanie przez komorke zdolnosci do ruchu, uzaleznione sg od

Scisle skoordynowanego procesu fosforylacji wybranych bialek ejakulatu.
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Wickszos¢ bialek obecnych w plazmie nasienia biatego ulegata zintensyfikowane;j
fosforylacji reszt tyrozylowych, natomiast zottego reszt serylowo-treonylowych. Ponad 90%
ufosforylowanych reszt biatkowych w komorce to reszty fosfoseryny (pSer) lub
fosfotreoniny (pThr), przy czym znaczna wickszo$¢ tych miejsc obejmuje reszty pSer.
Swoista preferencja procesow fosforylacji reszt Ser nad Thr jest obserwowana w wickszosci
biatek eukariotycznych. Jest ona wywotana zaréwno rodzajem substratu, na ktory dziataja
kinazy (szybsza fosforylacja Ser niz Thr) jak 1 aktywnoscig fosfataz (szybsza defosforylacja
Thr niz Ser). Z drugiej strony wigksze ogdlne indukowane zmiany strukturalne w biatkach
obserwuje si¢ w przypadku fosforylacji treoniny niz w przypadku fosforylacji seryny.
Poniewaz fosforylowanie reszt seryny nie wywotuje bezposrednich zmian konformacyjnych
w biatku, podejrzewa si¢, ze odgrywa ono dominujaca role w procesach wymagajacych
wielu nastepujacych po sobie, stopniowych reakcji fosforylacji. Natomiast fosforylacja reszt
Thr wywotuje znacznie bardziej ztozone zmiany strukturalne w biatku, ktoére sg wymagane
dla osiggniecia szybkich efektow funkcjonalnych poprzez wiaczanie lub wylaczanie
specyficznych funkcji biatka (Pandey i in. 2020). Z kolei fosforylacja reszt tyrozyny stuzy
do regulacji aktywnos$ci biatek na wiele sposobow, w tym wywotywania odpychania
elektrostatycznego i indukowania zmian powinowactwa chemicznego biatka do czasteczek.
Jednak najwazniejsza funkcjg fosfotyrozyny jest stuzenie jako miejsce dokowania —
promujace specyficzng interakcje migdzy biatkiem z ufosforylowana tyrozyna a innym
biatkiem, ktore zawiera domeng wiazaca fosfotyrozyne. Omawiane specyficzne interakcje
pomigdzy biatkami sa niezbedne do transdukcji sygnalu od receptorowych kinaz
tyrozynowych, zlokalizowanych na powierzchni w gltab komorki. Dzialanie wyzej
wymienionych kinaz aktywuje wigzanie odpowiedniego ligandu zewnatrzkomorkowego,
a w konsekwencji wywotuje okreslong odpowiedz komorkowa (Hunter 2014). Silniejsza
ekspresja reszt fosfotyrozynowych w plazmie nasienia biatego indora moze wskazywac na
ich udzial w nabywaniu przez plemniki zdolno$ci do transdukcji sygnatu, przygotowaniu
gamet do przej$cia kolejnych etapow ich aktywacji i zaptodnienia komorki jajowe;.
Z drugiej strony nasilona fosforylacja reszt serylowych i treonylowych w z6ttych plazmach
nasienia moze wskazywa¢ na proces reorganizacji ich proteomu i ustalania jego

ostatecznego sktadu.

Proteomika pordwnawcza pozwolita na wyltonienie potencjalnych biomarkerow
plazmy nasienia, ktorych zawartosci i/lub aktywnos$ci wzrastajg lub spadajg podczas trwania

wybranych stanow patologicznych uktadu rozrodczego na przyktad: bezptodnosci,
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azoospermii, astenozoospermii czy nieptodnosci indukowanej stresem oksydacyjnym
(Samanta i in. 2018). Biatka plazmy nasienia sg niezbedne dla whasciwego funkcjonowania
plemnikow a zwtaszcza ich interakcji z r6znymi odcinkami uktadu rozrodczego, a nastgpnie
ostong przejrzysta komorki jajowej. Ponadto, specyficzne peptydy i biatka petnig role
sygnatéw dla uktadu odpornosciowego samicy. Istnieje przypuszczenie, ze moga one
modulowaé samoistng nieplodnos¢ samca i/lub pary (Rodriguez-Martinez i in. 2011).
Cechg charakterystyczng budowy uktadu rozrodczego samcéw ptakow jest nieobecnosé
dodatkowych gruczotow plciowych. Rolg wyzej wymienionych gruczotow u ssakow jest
wytwarzanie ptynéw wchodzacych w sklad ejakulowanego nasienia. Stad ich brak
w uktadach rozrodczych ptakow wplywa na ostateczng objetos¢ ejakulatu, ktoéra
w przypadku indora jest bardzo mata i zwykle nie przekracza objgtosci 1 ml. Ponadto, brak
wystepowania dodatkowych gruczotéw piciowych u indoréw warunkuje specyficznosé
sktadu plazmy nasienia indorow. Literatura podaje, ze plazm¢ w najwigkszym stopniu
stanowi wydzielina zredukowanych najadrzy oraz nasieniowodow. Jednak w jej sktadzie
moga pojawiac si¢ takze komponenty przechodzace bezposrednio z krwi (Chelmonska
i Kassner, 2007). Niektore biatka wystepujace w wysokich ilosciach w proteomie nasienia
wrobla pochodzg wiasnie z wydzielin najadrzy. Sa to alfa-enolaza (ENOL), kinaza
pirogronianowa (PKM), izomeraza triozofosforanowa (TPI1), kinaza fosfoglicerynianowa
(PGK1) oraz kinaza keratynowa typu B (CKB) (Rowe i in. 2020). Z kolei gtéwnymi
sktadowymi ptynu wydzielniczego nasieniowodow wigkszosci gatunkdéw sa semenogelina I
1 I, ktore najpierw zaangazowane sg w zelowanie ostatnich frakcji nasienia a nastgpnie ich
uptynnianie. Produkty, ktore powstaja w wyniku tego procesu wplywaja na zahamowanie
ruchu plemnikow oraz antybakteryjng aktywno$¢ wybranych biatek plazmy nasienia takich
jak laktoferyny, fibronektyny czy inhibitora biatka C (Duncan i in. 2007). Spora liczba
biatlek wydzielanych zewnatrzkomérkowo (ECM), a obecnych w plazmie nasienia,
wystepuje w postaci ufosforylowanej. Jednak niewiele wiadomo na temat wplywu ich
fosforylacji na fizjologi¢ zawieszonych w niej plemnikow. Liczne badania
z wykorzystaniem spektrometrii mas wykazaly, ze znaczna czg$¢ biatek ECM takich jak na
przyktad witronektyna, laminina-1, osteopontyna, sjaloproteina, kolagen czy fibronektyna
moze wystepowac w ufosforylowanych formach (Yalak i in. 2019). Fibronektyna posiada
domeny wiazace inne biatka, w tym kolagen, fibryne, heparyne, DNA i aktyne. Martin i
Ekman (1986) wykazali, ze fosforylacja albuminy obecnej w plazmie zalezy od miejsca
pochodzenia biatka jak i gatunku zwierzgcia. Gen albuminy surowicy (ALB) koduje biatko

osocza krwi biorgce udzial w swoistych reakcjach odpornosciowych (Giles i Czuprynski
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2003). U indykoéw domowych dodanie alouminy surowicy do medium w warunkach in vitro
wydaje si¢ zwigksza¢ odsetek plemnikéw ruchliwych oraz predkos¢ ich ruchu
(Atikuzzaman i in. 2017) (Rowe i in. 2020). Visconti i inni (2002) zaobserwowali
zalezno$¢ pomig¢dzy zawarto$cig albuminy w medium a nasileniem procesu fosforylacji reszt
tyrozynowych przechowywanych plemnikow. Zasugerowali oni istnienie korelacji
pomigdzy wyptywem cholesterolu z plazmolemy, powodowanym dziataniem albuminy,
a fosforylacjg wyzej wymienionych reszt w plemnikach indukowana przez cAMP. Z kolei
Terazaki i inni (1998) zaobserwowali, ze zwickszona zawarto$¢ ufosforylowanej formy
transtyretyny w plazmie nasienia szczura moze posrednio wskazywaé na toczacy si¢
w uktadzie rozrodczym proces zapalny. Fosforylacja innych biatek ECM, takich jak na
przyktad owotransferyna, moze z kolei zmienia¢ strukture biatka, a tym samym wptywac na
zwigkszenie jego termostabilnosci oraz jego wiasciwosci emulgujace (Wang i in. 2021c).
Owotransferyna, zaraz po albuminie, jest biatkiem wystgpujagcym w wysokich ilosciach
w plazmie nasienia koguta i indora (Marzoni in. 2013; Stowinska i in. 2017). W zo6ttku jaja
wykazuje ona aktywno$¢ bakteriobdjcza. Przypuszcza si¢, ze podobne dziatanie wykazuje
w plazmie nasienia samca. Owotransferyna naturalnie nie wystgpuje w nasieniu ssakow,
dlatego podejrzewa sie, ze jej wysokie ilosci w ukladach rozrodczych ptakow
odpowiedzialne sg za utrzymanie specyficznej odpornosci uktadéw oraz ochrone ich
wydzielin przed patogenami (Santiago-Moreno i Blesbois 2020). W niniejszej pracy
dowiedziono, ze albumina, owotransferyna, fibronektyna, transtyretyna, fancuchy kolagenu
oraz immunoglobulin obecne w plazmie nasienia indora podlegajg ztozonym reakcjom
fosforylacji. Ponadto wykazano zr6znicowany stopnien ich ufosforylowania. Fosforylacja
specyficznych reszt aminokwasowych moze mie¢ tez wplyw na aktywno$¢ biologiczng
wybranych biatek. Ich obecno$¢ niemal w kazdym prazku otrzymanym po elektroforezie i
poddanemu identyfikacji mozna ttumaczy¢ ogromna ilo$ciag omawianych polipeptydow w

nasieniu indora.

Z Kkolei fosforylacja bialek plemnika warunkuje zajscie prawidtowego procesu
spermatogenezy, nabycia przez plemniki ruchliwo$ci oraz kapacytacji co ostatecznie
wptywa na jako$¢ ejakulatu. Badania dotyczace fosfoproteomu plemnikow réznych
gatunkow zwierzat wykazaty, ze fosforegulacja determinuje takze proces formowania
plemnika i jego dojrzewania (Serrano i in. 2022). Proces fosforylacji reszt tyrozynowych
biatek plemnikowych determinuje zajscie procesu kapacytacji gamet, a nastepnie

zaptodnienia komorki jajowej. Mimo, ze plemniki pochodzace z ejakulatow réznej jakosci
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wykazuja zréznicowang zdolno$¢ zaptadniajaca, to zwiazek pomigdzy stopniem fosforylacji
reszt tyrozylowych biatek a ich funkcjonalnoscia oraz jakoscig nadal pozostaje niejasny
(Buffone i in. 2004). Ufosforylowane reszty serylowe i treonylowe biorg udziat nie tylko
w regulacji ruchliwos$ci plemnikéw, ale takze procesow komorkowych, takich jak
proliferacja, réoznicowanie komorek oraz faldowanie biatek (Jha i in. 2006). Obecnos¢
w plemnikach indoréw reszt fosforylowanych gtéwnie na resztach seryny i tyrozyny moze
mie¢ znaczenie w rozwoju aktywnosci danego biatka. Zmiany te moga mie¢ fizjologiczne
znaczenie w przygotowaniu niektorych fosforylowanych biatek do petnienia okre§lonych
funkcji. W komorkach somatycznych fosforylacja kinazy 3 syntazy glikogenowej (GSK-3)
na resztach tyrozynowych i serynowych jest niezbedna do rozpoczecia dziatania przez
enzym. Fosforylacja reszt seryny w GSK-3 znacznie nasila si¢ podczas pasazu plemnikow
przez najadrza i wptywa na nabycie przez gamety zdolnosci do ruchu. Plemniki pochodzace
z ogona najadrzy wykazuja silniejsza ekspresj¢ fosfoprotein serynowych w poréwnaniu
Z plemnikami pochodzacymi z glowy najadrzy. Jednak GSK-3a w plemnikach z ogona
miata wigksza mas¢ czasteczkowa niz w plemnikach z glowy. Autorzy zasugerowali, ze
GSK-3a w plemnikach pochodzacych z glowy moze by¢ fosforylowana albo na resztach
seryny albo tyrozyny, podczas gdy w plemnikach z ogona enzym moze by¢ fosforylowany
na obu resztach (Somanath i in. 2013). Moze to wskazywa¢ na zasadno$¢ fosforylowania
obu rodzajow reszt aminokwasowych biatek plemnikow z nasienia biatego indora w celu ich

aktywaciji.

Jak dotad wyrozniono wiele fosfoprotein zwigzanych z uzyskaniem przez plemniki
zdolnosci do ruchu, w tym bialka aksonemy. Subpopulacje gamet prezentujacych staba
zdolnos$¢ zaptadniajaca charakteryzowaty si¢ hiperaktywnym ruchem oraz zbyt szybkim
podleganiem procesom kapacytacji 1 reakcji akrosomowej. Wszystko spowodowane byto
niewlasciwym przej$ciem procesu fosforylacji biatek plemnikowych (Visconti i in. 1998).
Literatura podaje, Zze plemniki prezentujagce wysoka i niska ruchliwo$¢ wykazuja rézne
stopnie ufosforylowania wybranych biatek. Zastosowanie elektroforezy 2D pozwolito na
zidentyfikowanie 12 polipeptydéw wykazujacych rézne stopnie ufosforylowania, ktore
nastepnie skorelowano ze zmianami ruchliwosci plemnikéw. Fosforylacja biatek wzrasta
podczas procesu kapacytacji i jest uwazana za niezbedna do zaplodnienia komorki jajowe;j
przez plemniki u wielu gatunkéw. Hiperaktywowana ruchliwo$¢, ktora jest wymagana, aby
plemniki mogly penetrowa¢ wzgorek jajonosny i ostong przejrzysta oocytu, jest gtownie

zwiazana z fosforylacjg reszt tyrozynowych zlokalizowanych w gtéwce plemnikéw. Zatem
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osiggniecie progu ufosforylowania reszt tyrozynowych w plemnikach moze by¢ zwigzane
z nabyciem przez plemniki zdolno$ci do hiperaktywnego ruchu (Chan i in. 2009).
W omawianej pracy zaobserwowano znaczng liczbe biatek plemnikowych podlegajacych
ufosforylowaniu. Najwi¢cej z nich podlegato fosforylacji na resztach serynowych oraz
tyrozynowych. Proces ten moze by¢ aktywowany przez proling u myszy (Jha et al. 2006).
Z drugiej strony fosforylacja reszt seryny i/lub treoniny plemnikéw knura zachodzi gtéwnie
na wczesnym etapie kapacytacji i jest to proces katalizowany przez kinaze biatkowg A
(PKA), co wskazuje, ze aktywacja kinaz serynowo/treoninowych nast¢puje przed
fosforylacjg tyrozyny (Naz 1999). Co ciekawe, profile fosforylacji reszt serynowych
I tyrozynowych nasienia indora byly zbiezne. Moze to wskazywa¢ na koniecznos¢
dotaczenia przez biatka fosforu zar6wno na resztach seryny jak i tyrozyny w celu uzyskania
przez nie pelnej aktywnos$ci biologicznej. Zaobserwowano wyzszy stopien nasilenia
fosforylacji biatek w plemnikach pochodzacych z nasienia zéltego oraz pobranego w okresie
wiosenno-letnim, co moze wskazywaé na istote tych proceséw w nabyciu przez plemniki
zdolno$ci zaptadniajacej, ale 1 skuteczniejszej ochrony gamet w okresie narazonym na

dzialanie wyzszych temperatur.

5.4. Rola wybranych zidentyfikowanych fosfoprotein w fizjologii nasienia indora

W niniejszej pracy zidentyfikowano tacznie 142 fosfoproteiny wystgpujace
w plazmie 1 plemnikach indoréw. Wskazane fosfoproteiny plazmy nasienia uczestnicza
przede wszystkim w procesach zaptodnienia komorki jajowej, organizacji i mechanizmie
dziatania cytoszkieletu aktynowego, regulacji transportu i1 ustalaniu ostatecznego sktadu
proteomu odpowiednich przedzialéw komorkowych. Natomiast fosfoproteiny plemnikow
biorag udzial w generowaniu ATP, metabolizmie we¢glowodanéw oraz zaptodnieniu.
Fosfoproteomika (HPLC-MS/MS triple TOF) poréwnawcza plemnikow prezentujacych
zréznicowang ruchliwos¢ zidentyfikowata 210 fosfopeptydow odpowiadajacych 119
biatlkom. Analiza wykazata, ze w plemnikach o niskiej ruchliwosci 40% z nich jest
zaangazowanych w metabolizm (katabolizm, transport biatek, biosynteze lipidow), 25%
w spermatogeneze¢ i funkcje plemnikow, 8% w odpowiedz uktadu odpornosciowego i 6%
w naprawe DNA. Natomiast w plemnikach o wysokiej ruchliwosci 48% fosfoprotein jest
zwigzanych ze spermatogeneza 1 funkcja plemnikow (przede wszystkim ich ruchliwos$cia),

podczas gdy tylko 8% jest zwigzanych z metabolizmem (Martin-Hidalgo i in. 2020).
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W omawianych badaniach wykazano, ze gldéwna rola fosfoprotein plemnikdéw indoréw jest
generowanie zapasow ATP w celu utrzymania ruchliwosci niezbednej do przebycia uktadu
rozrodczego samicy i zaptodnienia komorki jajowej. Dlatego w nasieniu omawianego
gatunku obecno$¢ wielu bialek zaangazowanych w dojrzewanie plemnikow, ewentualne
usuwanie nieprawidtowych gamet oraz rozwdj aparatu ruchu plemnikoéw wskazuje na wage
powstawania prawidtowo uformowanych i ruchliwych gamet. Jak wiadomo ruchliwos¢
plemnikoéw indora wplywa nie tylko na rodzaj kontaktu plemnikéw z biatkami uktadu
rozrodczego samicy oraz ich przechowywanie w ukladzie rozrodczym samicy, ale

I pozniejszy wskaznik zaptadnialnosci jaj.

Okazuje sig¢, ze fosfoproteiny zidentyfikowane w nasieniu indora wystepuja takze w
ufosforylowanej postaci w nasieniu wielu gatunkoéw ssakow, w tym cztowieka. Cze$¢ z nich,
w dostepnej literaturze, zostata okreslona jako potencjalne biomarkery jakosci ejakulatu
i/lub zdolno$ci zaptadniajacej plemnikow. Wérdéd nich znajdowaty sie zaré6wno biatka
uczestniczace w procesie dojrzewania plemnikow, odpowiedzialne za wyksztatcenie
odpowiednio pracujacego aparatu ruchu plemnikéw, prowadzenie wydajnego metabolizmu
komoérkowego, skuteczng ochrone przed stresem oksydacyjnym, ale 1 poprawnie
przeprowadzony proces zaptodnienia komorki jajowej. W nasieniu indora zidentyfikowano
fosfoproteiny bedace produktami ekspresji miedzy innymi takich genow jak: UBB,
RPS27A, SPATA18, CDC42, ACTN, TBB, ACTA, ODF2, GAPDH, PGAM, PGK, TPI,
ALDOC, LDH, SDHA, FASN, APOA, CKM, GOT, CA, CALM, TRFC, FTH, HSPA, HSP,
GST, PRDX, QSOX, ASTL, ANXA, ACR, GSN, VDAC oraz PLCZ1.

Podczas dojrzewania plemnikéw w najadrzach, oprocz fosforylacji, zachodzi takze
ubikwitynacja biatlek. Omawiana zmiana potranslacyjna petni kluczowag role w wielu
biologicznych procesach, poniewaz eliminuje wadliwe plemniki (gldwnie te z defektami
morfologicznymi) poprzez fagocytoze (Sutovsky i in. 2001). Ubikwitynacyjny system
degradacji wlasciwej jest ponadto zaangazowany w cykl tworzenia gamet podczas dwdch
pierwszych faz spermatogenezy oraz remodelowania haploidalnych spermatyd.
Ubikwitynacja jest réwniez kluczowa podczas procesu zastgpowania histondw przez
protaminy podczas etapu spermiogenezy (Richburg i in. 2014). Biatka, zwigzane
z procesami degradacji w szlaku ubikwitynacji biatek, takie jak ligazy ubikwitynowe to
jest UBR4 i HUWEI], poliubikwityna (UBB) oraz rybosomalne biatka ubikwityny-40S takie
jak rybonukleoproteiny S27a i RPS27A okazaly si¢ hiperfosforylowane w plemnikach
0 niskiej ruchliwosci. Ponadto biatka pokrewne Ras, takie jak RAB2A, RAB2B lub RAB4A,
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ktore biorg udziat w transporcie pgcherzykowym, oraz biatka rybosomalne, takie jak RPLP2,
RPL15 Iub DAP3, zaangazowane w metabolizm biatek, rowniez wykazywaty zr6znicowang
fosforylacje biatek (Parte i in. 2012). Rodzina biatek RAB nie tylko reguluje rdézne etapy
transportu pecherzykowego, ale 1 ulatwia wigzanie biatek cytoszkieletu z btonami
plazmatycznymi plemnikow (Bae i in. 2019). W omawianej pracy w nasieniu indora
wykazano obecno$¢ poliubikwityny oraz biatka RPS27A, ktére najprawdopodobniej biorg
udziat w apoptozie wadliwych i/lub morfologicznie nieprawidtlowych czy niewlasciwie
funkcjonujgcych plemnikow. Ponadto zidentyfikowano kilka czynnikow RAB to jest RAB2,
RABS, RAB10, zwlaszcza w plazmie nasienia indora, ktorych obecno$¢ mozna thumaczy¢

udzialem w organizacji i aktywowaniu aparatu ruchu plemnikow.

Proteasom odgrywa kluczowa role w tworzeniu uksztattowanych plemnikdw,
poniewaz posredniczy w degradacji bialek ubikwitynowanych podczas spermatogenezy.
Dlatego ewentualne defekty w dziataniu proteasomu moga prowadzi¢ do gromadzenia si¢
ubikwitynowanych czasteczek 1 by¢ zwigzane z uposledzeniem ruchliwosci plemnikow
(Sivaiin. 2010). Ponadto wykazano, ze poziomy ekspresji SEMG1 i PSMBS5 sg regulowane
W doF” w poréwnawczym badaniu proteomow meskich plemnikéw, ktore daty wysoki lub
niski wskaznik zaptodnien technikami wspomaganego rozrodu — ART (Serrano i in. 2022).
W niniejszej pracy wykazano wystgpowanie fragmentow PSMBS wérod fosfoprotein
zidentyfikowanych w plazmie nasienia indorow. Ekspresja PSMBS moze stuzy¢ jako
potencjalny wskaznik stopnia fragmentacji DNA plemnikow (Intasqui i in. 2016).
Zwigkszong fosforylacj¢ omawianego komponentu w nasieniu indora mozna tlumaczy¢

znaczng liczbg uszkodzonych plemnikéw w ejakulacie.

Niskie poziomy ekspresji gtownych sktadnikdéw cytoszkieletu w witkach plemnikow,
takich jak tektyny (TEK1, TEK4 i TEKS), bialka zewnetrznych widkien gestych (ODF2)
lub tubuliny (TUBB2C, TUBB2B i TUBA3C) s3 zwiazane ze zmniejszong ruchliwoscia
plemnikow (Serrano i in. 2022). o i  tubuliny plemnikow podlegaja wielu potranslacyjnym
modyfikacjom, w tym acetylacji, palmitylacji, fosforylacji reszt tyrozynowych oraz
poliglutamylacji (Inaba 2003). Wszystkie wymienione modyfikacje odgrywaja role
w stabilizacji mikrotubul i biatek towarzyszacych oraz wptywaja na ruch witki plemnika
(Audebert i in. 1999). Stowinska i inni (2020) wykazali obecno$¢ transkryptow biatek
odpowiedzialnych za fosforylacj¢ tubuliny tj. kinazy-2 tubuliny tau w jadrach indykéw.

Wsrod zidentyfikowanych fosfoprotein nasienia indora wykazano obecno$¢ zarowno ODF
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jak i bialek tubuliny. Stopien ich ufosforylowania wydaje si¢ mie¢ zwiazek z nabywaniem

przez plemniki indora zdolno$ci do ruchu.

W niniejszej pracy przy uzyciu metody spektrometrycznych zidentyfikowano takze
wiele izoform aktyny, bialek wigzacych aktyng¢ oraz biatek zaangazowanych w proces
polimeryzacji/depolimeryzacji aktyny migdzy innymi GTPazy Rho, biatka czapeczkujace,
gelsoling oraz miozyng. Aktyna jest biatkiem cytoszkieletu bioragcym bezposredni udziat
W nabywaniu przez plemniki zdolno$ci do ruchu progresywnego, hiperaktywacji ruchu oraz
egzocytozy akrosomu u ssakéw. Co wigcej, zasugerowano, ze biatka wiazace aktyne,
w szczeg6lnosci biatka motoryczne, odgrywaja istotng rolg¢ w spermatogenezie (Wang i in.
2021a). Proces polimeryzacji/depolimeryzacji aktyny zachodzi podczas kapacytacji
plemnikow, a depolaryzacja F-aktyny jest niezbedna do hiperaktywacji meskich komorek
rozrodczych (Breitbart i Finkelstein, 2018). Gtéwna funkcjg biatek Rho CDC42 i RhoA
jest kierowanie polimeryzacja aktyny. Chociaz te dwa biatka Rho sg obecne w plemnikach
ssakow, niewiele wiadomo na temat ich roli w kapacytacji, reakcji akrosomowej i sposobu,
w jaki kieruja polimeryzacja aktyny. Wyniki badan wskazuja, ze hamowanie ekspresji
CDC42 1 RhoA zmienia kinetyke polimeryzacji aktyny, kapacytacji 1 reakcji akrosomowe;]
na rozne sposoby. Ponadto wykazano, ze inicjacja polimeryzacji aktyny i aktywacja RhoA
zalezy od aktywacji CDC42, i ze RhoA rozpoczyna wykazywaé aktywno$¢ 1 wplyw na
polimeryzacj¢ aktyny, gdy CDC42 osigga maksymalng ekspresj¢ (Reyes-Miguel i in. 2020).
Obecnos¢ ufosforylowanych form GTPaz, aktyn oraz CDC42 wskazuje na ich udziat

w formowaniu cytoszkieletu 1 aktywacji ruchu plemnikéw indorow.

Czternascie biatek o rdéznej ekspresji i o zrdznicowanej fosforylacji odgrywa
kluczowa role w rozwoju 1 ruchliwosci witki w plemnikach knuréw, a zwlaszcza biatka
ODF1, SMCP, AKAP4, FSIP2 i SUNS. Z kolei fosforylacja biatek swoistych dla
plemnikéw, takich jak CABYR, ROPN1, CALMI1, PRKAR2A i PRKARIA, bierze udziat
w regulacji ruchliwosci plemnikow knuréw. Dzieje si¢ to gtdéwnie poprzez szlak sygnatowy
cAMP/PKA wykazujac, ze fosforylacja biatek moze by¢ waznym mechanizmem lezagcym
U podstaw rozwoju i réoznicowania ruchliwosci gamet (Xu i in. 2021). Obecnos¢ zaréwno
ODF jak i CALM w nasieniu indoréw moze wskazywaé¢ na ogromnag zlozono$¢

I kompleksowos$¢ dziatania mechanizmu odpowiedzialnego za rozwoj ruchu plemnikow.

HSP wykazujg potencjalny zwigzek z jako$cig nasienia, gdyz sg niezbedne

w prawidlowej fizjologii, spermatogenezie i dojrzewaniu plemnikéw (Dun i in. 2012).
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Nadrzedng rola HSP jest kontrolowanie procesu prawidlowego faldowania biatek, ich
ponownego fatdowania w przypadku nieprawidlowo uksztattowanych polipeptydow oraz
kontrola ukierunkowywania znakowanych bialek w celu ich pozniejszej degradacji. Stad
zmniejszona ekspresja HSP moze by¢ zwigzana ze spadkiem ruchliwosci plemnikow
z powodu nagromadzenia nieprawidtowo sfatdowanych biatek (Bracke i in. 2018). Biatka
te czesto sg produkowane w odpowiedzi na stres komdrkowy, a podwyzszona ekspresja jest
prawdopodobnie spowodowana ich rolg ochronng w naprawie uszkodzen spowodowanych
stresem cieplnym (Pei i in. 2012). W momencie, gdy komorki sg poddawane dziataniu
stresora jakim jest wysoka temperatura, HSP70 zwicksza aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), chroniac ja przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. HSP70 reguluje
aktywno$¢ SOD w celu ochrony bton plazmatycznych plemnikéw przed RFT. Wyniki badan
sugeruja, ze HSP70-2 moze bra¢ udzial w dostosowywaniu granic termotolerancji
plemnikow do ostrych lub przewleklych zmian temperaturowych (to jest srodowiskowych
lub zwigzanych z technologig nasienia) (Rosyada i in. 2022). Ponadto wykazano, ze biatka
szoku cieplnego, HSPB1 1 HSP90A, podlegaja zr6znicowanej fosforylacji w subpopulacjach
plemnikow prezentujacych wysoka i niskg ruchliwo$¢ (Martin-Hidalgo i in. 2020).
W nasieniu indora zidentyfikowano HSPAS, HSPAS, HSPA9, HSP70 oraz HSP90 ktore
najprawdopodobniej odgrywaja role chaperonow wobec nowo formowanych biatek
plemnikéw. Ich nadmierng ekspresj¢ w nasieniu indora mozna tlumaczy¢ wigkszym
zapotrzebowaniem gamet na ochron¢ swoich struktur przed skutkami zmieniajacego si¢
srodowiska zewnetrznego. Fosforylacja omawianych biatek moze wigc wptywac na ich

aktywnos$¢ biologiczng lub ich powinowactwo do plemnikow.

ANXA2? jest biatkiem wigzacym i regulujacym poziom jondw wapnia. Aneksyna A2
wystepuje gtownie w egzosomach 1 jest zaangazowana w ich ukierunkowywanie 1 fuzje.
Nieprawidtowa ekspresja ANXA2 moze prowadzi¢ do uszkodzenia mechanizmu fuz;ji
egzosomow, uposledzajac przenoszenie elementow egzosoméw do komodrek i skutkujac
produkcja niedojrzatych plemnikow (Cakan i in. 2008). Potwierdzajg to badania Munuce
i innych (2019) w ktoérych stwierdzono nizsze zawartosci ANXAT1 i A2 przy jednoczesnych
wyzszych poziomach ich mRNA w probach nasienia stabej jakosci. Obecnos¢ obu wyzej

wymienionych polipeptydow stwierdzono wsrod fosfoprotein plazmy nasienia indorow.

Stopien nasilenia fosforylacji wybranych bialek nasienia indora moze mie¢ zwigzek
ze statusem fizjologicznym zawieszonych w nim plemnikéw. Wykazano, ze biatka VDAC2,

HSP 70, HSP 90a, biatko czapeczkujace F-aktyne, ODF oraz a-tubulina podlegajg nasilonej
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fosforylacji reszt tyrozynowych w plemnikach podczas kapacytacji (Ficarro i in. 2003). Fu
I inni (2019) wykorzystujac MS i akwizycje niezalezng od danych (DIA), zidentyfikowali
174 biatka ktorych ekspresja ulegata rozregulowaniu podczas kriokonserwacji nasienia
mezcezyzny. Byly wérod nich cztery enzymy zaangazowane w glikolize (GPI, LDHB, ADHS5
i PGAM1) oraz biatka zwigzane migedzy innymi z metabolizmem propionianu, glioksylanu,
pirogronianu i dikarboksylanu oraz glukoneogeneza. Ponadto obie izoformy mutazy
fosfoglicerynianowej (PGAML1 i PGAM2) oraz izomerazy glukozo-6-fosforanowej (GPI),
réwniez ulegajg zmniejszonej ekspresji w plemnikach o obnizonej ruchliwosci (Guo i in.
2019). Co wigcej, wyzszy poziom izomerazy triozofosforanowej (TPI), niezwykle
wydajnego enzymu metabolicznego w glikolizie i glukoneogenezie, jest zwigzany ze
zmniejszong ruchliwoscig plemnikow. Inne fosfoproteiny biorgce udziat w metabolizmie
weglowodandéw 1 wytwarzaniu energii, takie jak aldolaza fruktozo-bisfosforanowa A
(ALDOA), dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa (GAPDH) czy izomeraza
mannozo-6-fosforanowa (MPI) rowniez wykazuja zroznicowane profile fosforylacji
w subpopulacjach meskich plemnikéw o bardzo réznych stopniach ruchliwosci. MPI byta
hipofosforylowana w plemnikach o stabej ruchliwosci, podczas gdy stopien nasilenia
fosforylacji ALDOA i GAPDH byt wyzszy (Parte i in. 2012). W rzeczywistosci do 40%
ludzkich biatek, ktore sa hiperfosforylowane w plemnikach o niskiej ruchliwosci, bierze
udzial w metabolizmie. Czg$¢ z tych biatek zaobserwowano wsrod fosfoprotein nasienia
indora. Zréznicowane stopnie ich ufosforylowania moga wplywac¢ na wiaczenie lub nie ich

funkcji biologicznych, a to z kolei na poprawnie zachodzacy metabolizm plemnikow.

Wiasciwy sktad lipidowy blony plazmatycznej plemnikéw jest niezbedny do
zachowania przez plemniki funkcjonalno$ci i integralnosci ich plazmolemy. Wybrane typy
lipidéow biorg udziat w kazdym kluczowym etapie procesu zaptodnienia komorki jajowe;.
Metabolizm lipidéw musi podlega¢ $cistej regulacji, gdyz zapewnia on wilasciwe zajscie
fizjologicznych procesow w plemnikach takich jak nabycie przez nie ruchliwosci, przejscie
kapacytacji, reakcji akrosomowej oraz procesu fuzji plemnika z komoérka jajows.
Jednoczes$nie wykazano, ze zdolno$¢ zaptadniajaca w duzej mierze zalezy od utrzymania
homeostazy lipidow blonowych przez plemniki (Shan i in. 2021). Stwierdzono, ze na
przyktad zbyt niska aktywno$¢ FASN w plemnikach wplywa na zwigkszenie stopnia
fragmentacji ich DNA, natomiast ponadnormatywna ekspresj¢ omawianego enzymu
W nasieniu powigzano z przypadkami utraty wczesnej cigzy (Finelli i in. 2021). Na

fragmentacj¢ DNA moze takze wplyna¢ nadmierna ekspresja kinazy fosfoglicerynianowe;j
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(PGK), biatka zewngtrznych wiokien gestych (ODF), klusteryny (CLU), biatka aniono
I napigciozaleznego kanatu jonowego (VDAC?2) oraz biatka wigzacego ostone przejrzysta
(ZPBP), ktére wskazano jako potencjalne biomarkery jako$ci nasienia (Intasqui i in.
2013a). Wszystkie z wymienionych zostaly zidentyfikowane w nasieniu indora

I wystepowaty w ufosforylowanej formie.

5.5. Wplyw rodzaju ejakulatu na profil ufosforylowania bialek nasienia

W niniejszej pracy wykazano istnienie dodatnich (p < 0,05) korelacji pomiedzy
zawartoscig biatka a aktywno$cig fosfatazy alkalicznej (ALP) w bialych oraz fosfataz
kwasnej (ACP) i alkalicznej (ALP) w z6ltych plazmach nasienia. Wyniki naszych badan sg
czeSciowo zgodne z wynikami Hessa i Thurstona (1984), ktorzy wykazali, ze wyzszej
zawarto$ci biatka w zottych plazmach nasienia towarzyszy wzrost aktywnosci ACP.
W naszych badaniach aktywno$¢ ACP i ALP byla niemal lub ponad dwukrotnie wyzsza
(odpowiednio p < 0,05 i p < 0,01) w nasieniu zottym w poroéwnaniu z nasieniem biatym.
Z drugiej strony Stowinska i inni (2015) zasugerowali, ze wzrost aktywnosci omawianych
enzymOw nie jest proporcjonalny do wzrostu zawartosci bialka calkowitego
I W rzeczywistosci poziom aktywnos$ci wyzej wymienionych enzymow jest nizszy
W nasieniu zottym niz w nasieniu biatym. Wyniki naszych badan wskazaty na inng tendencj¢
1 jednoczes$nie wykazaty negatywng zalezno$¢ pomiedzy wzrostem aktywnosci ALP 1 ACP
w plazmie a catkowitg ruchliwoscig plemnikoéw (p < 0,05). Jest to sprzeczne z wynikami
badan Duraéka i innych (2023) w ktorych zaobserwowano, ze spadek aktywnosci ALP
W plazmie nasienia koguta jest charakterystyczny dla ejakulatu o nizszym odsetku
plemnikow poruszajacych si¢ progresywnie. Z kolei Henricks i inni (1998) wykazali, ze
aktywnos¢ ALP jest dodatnio skorelowana z odsetkiem plemnikow nieruchliwych
W nasieniu  knuréw. Omawiane ro6znice moga by¢ spowodowane gatunkowo
uwarunkowanym sktadem plazm nasienia i r6znie manifestowang aktywnoscig omawianych

enzymow we wspomnianym ptynie.

Los komorek jest zalezny od ich interakcji z macierza zewnatrzkomorkows (ECM).
ECM podlega ciagtej przebudowie, zaaranzowanej przez synteze¢ i wydzielanie konkretnych
bialek, a takze poprzez degradacje wybranych przez okreslone enzymy na przyktad
metaloproteinazy. Dynamika zmian ECM moze wplywaé na wiasciwosci biochemiczne

i mechanofizyczne wyst¢pujacych komorek (Lin i in. 2019). Obecno$¢ niektorych z biatek
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mozna powigza¢ z rozwojem ECM. Tak jest w przypadku PPIB czy SPARC, ktorych
ufosforylowane formy zaobserwowano w niniejszej pracy. Zarowno konformacja jak
i aktywnos$¢ wielu biatek fosforylowanych na resztach seryny i treoniny sg regulowane
poprzez izomeryzacje fosforylowanych wigzan Ser/Thr-Pro. Peptydylo-prolyl cis/trans
izomeraza B (PPIB) katalizuje izomeryzacj¢ cis/trans wigzan peptydylo-prolylowych
peptydow, poprzedzong ufosforylowaniem reszt seryny lub treoniny. Ulega ona intensywnej
ekspresji w komorkach Sertoliego, a ,,wylaczenie” genu PPIB wskazuje na zaburzenie
dziatania bariery krew-jadro (Islam i in. 2017). Zaobserwowano silniejszg fosforylacje
omawianego biatka w nasieniu biatym. SPARC nalezy do rodziny biatek oddziatujacych
z macierzag komoérki i modulujacych adhezje komorkowa. Jest biatkiem 0 wysoce
zakonserwowanej strukturze wystepujacym w nasieniu wielu gatunkéw ssakow (Brekken
i Sage 2001). SPARC wykazuje dziatanie antyadhezyjne migdzy innymi poprzez
rozszczepianie powstalych komplekséw adhezyjnych 1 reorganizacje widkien
naprezeniowych aktyny. Przeciwadhezyjny wplyw SPARC na komorki $rodbtonka jest
realizowany przez szlak zalezny od fosforylacji reszt tyrozyny (Yan i Sage 1999).
Polipeptyd jest produktem dziatalno$ci wydzielniczej najadrzy. Udowodniono, Ze plyn
najadrzy stekowcoéw jest zdominowany przez grupe biatek w ktorej SPARC stanowi az
okoto 8% ich zawarto$ci. Struktura omawianego biatka, bogata w reszty cysteiny, sugeruje,
Ze moze ono wspomaga¢ rozwdj aparatu ruchu plemnikow poprzez tworzenie usieciowanej
struktury ~ wewnatrzczasteczkowej, stabilizowanej przez wigzania disiarczkowe.
Potwierdzono to zidentyfikowaniem biatka podobnego do SPARC w ekstraktach plemnikow
dziobaka rozdzielonych w warunkach redukujacych. Co ciekawe, w ekstraktach
pozbawionych detergentu omawianego biatka nie stwierdzono (Nixon i in. 2016). SPARC
jest kodowany przez pojedynczy gen u wszystkich gatunkéw badanych do tej pory (Mason
I in. 1986). Chociaz SPARC (po odci¢ciu sekwencji sygnatowej) jest biatkiem o masie
32 kDa, forma ulegajgca sekrecji ma mas¢ nawet 43 kDa (SDS-PAGE). Dzieje si¢ to poprzez
dodanie reszty glikoproteinowej do pierwotnej struktury (Sage i in. 1984). Obecnos¢ biatka
SPARC wykazano takze w plazmie nasienia indora. Jego wystepowanie w Kilku prazkach
poddanych identyfikacji zdaje si¢ potwierdza¢ obecnos¢ zarowno reszty glikozydowej jak
I wielu wigzan disiarczkowych w jego budowie i mozliwo$¢ rozpadania si¢ biatka na
pochodne o roznych masach czasteczkowych. Zaobserwowano jego silniejszg fosforylacje
w plazmie nasienia bialego oraz sezonie jesienno-zimowym, co moze wskazywac na roleg
omawianego biatka w formowaniu i ksztattowaniu aparatu ruchu, a nast¢gpnie nabywaniu

przez plemniki zdolno$ci do poruszania sig.
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Rodzaj nasienia najprawdopodobniej warunkowat tez nasilenie ufosforylowania
fosfoproteiny o masie czasteczkowej okoto 106 kDa. Syntaza kwaséw thuszczowych
(FASN) wystepuje u indora jako dimer o masach czgsteczkowych zblizonych do 250 kDa.
Kazdy z dimerow posiada trzy funkcjonalne domeny tj. domeng¢ I zawierajacg transacylaze
acetylowa 1 malonylowa (127 000 Da), domeng¢ II zawierajacg dehydrataze, reduktaze [3-
ketoacylowa i reduktazg enoliowg (107 000 Da) oraz domeng III zawierajaca tioesteraze
(33 kDa) (Yuan i in. 1988). Aktywno$¢ FASN bazuje na zawartosci NADPH oraz acetylo-
CoA w komorce 1 jednoczesnie aktywuje zalezne od dehydrogenazy izocytrynianowej 1
(IDH1) procesy redukcyjnej karboksylacji. Mechanizm ten zapewnia ciggla produkcje
zredukowanych rownowaznikow w celu bilansowania skutkéw mitochondrialnego stresu
oksydacyjnego 1 ograniczenia apoptozy komorek. Co ciekawe fosforylacja reszt tyrozyny
w FASN ma kluczowe znaczenie dla utrzymania jej aktywnosci biologicznej w pewnych
typach komoérek (Schroeder i in. 2021). Stad, mozna wnioskowa¢, ze fosforylacja FASN
W nasieniu indora jest kluczowa dla zajécia procesOw metabolizmu kwaséw thuszczowych.
Co ciekawe, FASN jest uwazana za biomarker fluktuujacy pomig¢dzy sSrodowiskiem
a wnetrzem komorki, poniewaz gdy jej ekspresja wzrasta ponadnormatywnie w ptynie
zewnatrzkomorkowym dochodzi do réwnoczesnego spadku lub wyczerpywania jej
aktywnosci wewnatrz komoérki (Fernandez-Real i in. 2010). Jej silniejsze ufosforylowanie
w nasieniu biatym moze wskazywacé na utrzymywanie przez enzym homeostazy W poziomie
lipidow w ejakulacie jak i uczestniczeniu w ochronie przed skutkami oddzialywania stresu

oksydacyjnego.

Peroksyredoksyny (PRDX) odgrywaja wazng role w ochronie antyoksydacyjnej
i regulacji poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) w plemnikach. PRDX6 odgrywa gtowna
role w neutralizacji RFT w celu podtrzymania zywotnosci i ruchliwosci plemnikow oraz
umozliwienia im osiggni¢cia zdolno$ci zaptadniajacej. Brak ekspresji PRDX6 w nasieniu
jest wystarczajacy do uzyskiwania gorszych wskaznikéw zapladnialnosci. Plemniki
PRDX6-/- w wigkszosci wykazuja niskg ruchliwo$¢ i powazne uszkodzenia DNA, co
przeklada si¢ na zmniejszong ilo$¢ zaptodnionych oocytéw i/lub powstanie matej liczby
zygot w probach przeprowadzanych in vitro (O’Flaherty 2018). Ponadto, w takich
plemnikach wiele biatek ulega karbonylacji i S-glutationylacji, co wskazuje na stres
oksydacyjny wystepujacy w komorce. Z kolei wysoki poziom S-glutationylacji biatek
w plemnikach  PRDX6-/- odpowiada za szybkie wyczerpywanie poziomu

wewnatrzkomoérkowego GSH (Ozkosem i in. 2016). Znacznie nizsza ruchliwo$¢
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obserwowana w plemnikach PRDX6-/- w moze takze wynika¢ z hamowania enzymow
wymaganych do produkowania ATP i tiolowego utleniania (de Lamirande i Gagnon
1992a, de Lamirande i Gagnon 1992b). Wyst¢powanie w plazmie bialego nasienia indora
peroskyredoksyny 1 1 6 Swiadczy o bogatej 1 wydajnej ochronie przeciwdziatajacej skutkom
stresu oksydacyjnego. Wielu autoréw sugeruje konieczno$¢ wystepowania ztozonego
systemu antyoksydacyjnego w nasieniu indora ze wzgledu na specyfike budowy plemnikow,

jak i malg objetos¢ ejakulatow tego gatunku.

Oksydaza sulthydrylowa 1 (QSOX1) bierze udziat w faldowaniu biatek, rozwoju
zewnatrzkomorkowego matrix, utrzymaniu homeostazy retikulum endoplazmatycznego
i regulacji cyklu komérkowego (Kodali i Thorpe 2010). W ejakulacie QSOX1 ulega
ekspresji gtdbwnie w plazmie nasienia i podlega fosforylacji reszt serylowych, treonylowych
oraz tyrozylowych. Rola enzymu w meskim uktadzie rozrodczym nadal pozostaje trudna do
zdefiniowania. Katalizuje on oksydacj¢ grup tiolowych z jednoczesnym wytworzeniem
wigzan disiarczkowych. Zagregowane formy plemnikow, pozyskane z meskich ejakulatow,
wykazywaty silniejsza ekspresj¢ QSOX1 oraz wyzsze zawarto$ci wewnatrzkomorkowych
form wolno rodnikowych, aneksyny V i wolnych powierzchniowych tioli.
Najprawdopodobniej oksydaza moze powodowac aglutynacje plemnikéw podatnych na atak
wolnych rodnikow oraz apoptoze (Wang i in. 2021b). Jej dziatanie w nasieniu indora moze
najprawdopodobniej pozwala¢ na odseparowywanie uszkodzonych plemnikow
I jednoczesne zwigkszanie jakosci ejakulatu oraz redukowanie skutkow oddzialywania

stresu oksydacyjnego.

Z kolei dzigki wykorzystaniu elektroforezy 2D-PAGE oraz spektrometrii mas
MALDI-TOF/TOF potwierdzono czgs¢ wynikow uzyskanych metoda Nano LC-MS/MS.
W plazmach nasienia z syndromem Y SS zaobserwowano wyzszg ekspresje ufosforylowane;j
formy tancucha lekkiego immunoglobuliny ze stalym regionem, tafhcucha immunoglobuliny
lambda 1-X2, apolipoproteiny Al, biatka podobnego do SSC5D-1, o-1-kwasnej
glikoproteiny, albuminy oraz kinazy kreatynowej typu B. Zaréwno tancuchy
immunoglobulin jak i APOA1 s3a naturalnymi sktadowymi plazmy nasienia. Dzigki
zastosowaniu chromatografii FPLC oraz elektroforezy SDS-PAGE z meskiej plazmy
nasienia wyizolowano okoto 250 kDa komponent, ktory wptywatl na aktywacje ruchu
plemnikow. Analiza jego sekwencji aminokwasowej wykazata obecno$¢ trzech sktadowych
to jest apolipoproteiny Al oraz tancucha cigzkiego i lekkiego immunoglobulin. Zdolnos¢

aktywowania ruchu plemnikoéw przez omawiany kompleks byta hamowana poprzez jego
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degradacje, co sugeruje role wzajemnych interakcji wszystkich sktadowych w zwigkszaniu
ruchliwos$ci plemnikéw. Potwierdzity to proby aktywowania ruchu plemnikéw poprzez
poszczegdlne komponenty kompleksu oddzielnie. Dziatanie zadnego z nich nie wykazywato
tak spektakularnego efektu (Akerlof i in. 1991). Doniesiono, ze APOA1 indukuje wyptyw
cholesterolu z plemnikéw. Kontrolowany wyciek cholesterolu z plazmolemy reguluje wiele
kaskad sygnatowych odpowiedzialnych za ruchliwo$¢, hiperaktywacje i kapacytacje
plemnikow. APOA1 jest czescig lipoprotein o duzej gestosci (HDL) 1 wyzwala reakcje
akrosomowg. Apolipoproteina 1 jest biatkiem osocza nasienia, ktére wptywa na wigzanie
plemnika z oocytem i ostatecznie na meska ptodnosé (Kwon in. 2014). Zidentyfikowano
MRNA APOA1 w meskich plemnikach, a biatko APOA1 o masie czasteczkowej 31 kDa
zlokalizowano w regionie postakrosomowym 1 szyjce plemnikow. Dodanie przeciwcial
skierowanych przeciwko APOA1 do medium wptywa na zwigkszony wyptyw cholesterolu
z meskich plemnikéw i jednocze$nie hamuje zaj$cie procesu zaptodnienia in vitro. Ponadto
dodanie omawianych przeciwcial zmniejsza ruchliwo$¢ i zwicksza apoptoze plemnikow.
Stad wskazuje si¢, ze APOAL odgrywa wazng role w utrzymaniu stabilno$ci cholesterolu
i ruchliwosci plemnikow, przezywalnosci i procesie zaptodnienia (Chi i in. 2022).
W niniejszej pracy stwierdzono obecnos¢ zaroOwno apolipoproteiny 1 jak 1 tancuchow
immunoglobulin w nasieniu indorow. Mimo, Ze nie stwierdzono wystepowania interakcji
pomiedzy omawianymi biatkami, to ich wspolne wystgpowanie w wielu prazkach
poddanych identyfikacji moze wskazywa¢ na co$ innego. By¢ moze i w nasieniu indora
dochodzi do powstawania kompleksu wptywajacego na ruch gamet. Obecnos¢ takiego
kompleksu w nasieniu indorow z YSS mogtaby rekompensowac jego gorsze parametry
jakosciowe. Z drugiej strony nadmierna fosforylacja APOA1 w nasieniu zo6ttym moze
wplywa¢ na aktywno$¢ enzymu i powodowaé niekontrolowany wyciek cholesterolu z

plemnikéw a tym samym uposledzac ich funkcjonalnosé.

Rodzina bogatych w cysteing receptoréw o charakterze zmiataczy (SRCR) obejmuje
grupe bialek przylaczonych do btony cytoplazmatycznej Ilub wydzielanych
zewnatrzkomoérkowo. Zawierajg one jedna, lub wigcej, domen strukturalnie podobnych do
dystalnej domeny blony receptora zmiatacza makrofagow typu I. Chociaz rodzinie SRCR
nie przypisano zadnej zlozonej funkcji biologicznej, wykazano, ze niektore z tych
receptorow rozpoznaja sekwencje molekularne patogenow (PAMP) to jest bakterii, grzybow
lub innych drobnoustrojow. SSC5D jest niedawno opisanym rozpuszczalnym receptorem

SRCR wytwarzanym przez monocyty, makrofagi oraz limfocyty T. Struktura omawianego
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biatka sktada si¢ z N-koncowej czesci, ktora zawiera pie¢ modutow SRCR 1 duzej C-
koncowej domeny podobnej do mucyny (Pereiraiin. 2016). Wydaje si¢ prawdopodobnym,
ze SSC5D odgrywa role tacznika pomigdzy procesami zwigzanymi z odpornoscig nabytg
i wrodzong oraz bierze udziat w funkcjonowaniu tozyska (Gongalves i in. 2009). By¢ moze
w nasieniu indora biatko to odpowiada za ochrong¢ plemnikéw przed patogenami obecnymi
w ejakulacie. Jego wystepowanie w zottych ejakulatach moze wskazywac na obecno$é
makrofagéw lub limfocytow w tym rodzaju nasienia i zwigkszong potrzebe jego ochrony
przed dzialaniem czynnikow zewng¢trznych. Nie zaobserwowano sezonowych wahan
w stezeniu leukocytow w nasieniu. Obecnos$¢ biatych krwinek w ejakulacie jest bardziej
zwigzana z wystepowaniem subklinicznej infekcji lub panujacej temperatury czy pory roku

(Centola i Eberly 1999).

Kwasna glikoproteina ol ulega silnej ekspresji we wszystkich tkankach meskiego
uktadu rozrodczego. Wykazuje ona dziatanie immunomodulujace i jest odpowiedzialna za
utrzymanie optymalnej jakosci plemnikow podczas ich przesuwania si¢ w meskim,
anastepnie po zdeponowaniu w zenskim uktadzie rozrodczym. Glikoproteina jest
postrzegana jako biomarker stanu tkanek, poniewaz jest biatkiem ostrej fazy (BOF)
wytwarzanym w odpowiedzi na chroniczne uktadowe reakcje zapalne. Ponadto jest jednym
z najwazniejszych biatek plazmy nasienia zdolnym do wigzania i transportu kilku ligandow
endogennych wytwarzanych w odpowiedzi na stan zapalny (Pereira Silva i in. 2021).
Biatko ORM?2 jest jednym sposrod 21 polipeptyddw, ktorych zawarto$¢ wzrasta w meskiej
plazmie pochodzacej z nasienia charakteryzujagcym si¢ wysokim stopniem fragmentacji
DNA plemnikéw (Intasqui i in. 2013b). Co wigcej, nasilong ekspresje omawianego biatka,
podobnie jak aneksyny A2 (ANXAZ2), stwierdzono u pacjentow z zylakami powrdzka
nasiennego (Panner Selvam i in. 2021). Obecno$¢ ORM2 w ejakulatach osobnikow z YSS
mozna tlumaczy¢ wystepowaniem wyzszego odsetka plemnikow z defragmentowanym

DNA w tym rodzaju nasienia.

Wigkszos¢ biodostgpnego zelaza jest transportowana do mitochondriow w celu
utatwienia syntezy hemu, podczas gdy jego niewielka cze$¢ jest wykorzystywana do
tworzenia ferrytyny. Ferrytyna sktada si¢ z lancucha ci¢zkiego (FTH/FHC) i tancucha
lekkiego (FTL). Moze ona absorbowa¢ dwuwartosciowe zelazo w celu przechowywania go
w cytoplazmie. Ponadto ferrytyna posiada rowniez zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw
zwigzanych z zelazem 1 zapobiegania apoptozy komorek wynikajacej z nadmiaru zelaza

(Liu i in. 2022). FTH odgrywa kluczowa rolg w utrzymaniu homeostazy jonow zelaza,
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regulowaniu odpowiedzi na stres oksydacyjny, apoptozie komoérek, rozwoju pecherzykow
jajnikowych i innych procesach fizjologicznych (Xu i in. 2016). Zaburzenia w poziomie
komorkowej FTH przyczyniajg si¢ do patogenezy wielu chorob. Sg to choroby zwigzane nie
tylko z pozyskiwaniem, transportem i magazynowaniem zelaza, ale takze choroby
charakteryzujace si¢ wystepowaniem stanu zapalnego i/lub dlugotrwatej infekcji. FTH
zawiera w swojej budowie wiele reszt serylowych i treonylowych tatwo ulegajacych
fosforylacji. W komorkach nabtonkowych ptakoéw zaobserwowano chaperon ferrytyny,
okreslany jako "ferrotoid", ktory moze posredniczy¢ w transportowaniu ferrytyny do jadra
komoérkowego. Wykazano zwigzek pomigdzy fosforylacja reszt ferrytyny a translokacja
jadrowa FTH. Zahamowanie fosforylacji FTH moze czg¢$ciowo blokowaé ten proces.
Wykazano, ze ferrytyna jadrowa chroni DNA przed uszkodzeniami DNA zaleznymi od
promieniowania UV lub jonéw zelaza (Li in. 2006). W niniejszej pracy potwierdzono
obecno$¢ ufosforylowanej formy FTH w nasieniu indora. Jej wzmozona fosforylacja
w nasieniu YSS moze mie¢ zwigzek z konieczno$cig ochrony DNA zawieszonych w nim

plemnikow.

Dzigki wykorzystaniu elektroforezy SDS-PAGE oraz spektrometrii  Nano-
LC/MS/MS w plemnikach indora wykazano obecno$¢ ufosforylowanej formy fosfolipazy C
zeta 1 (PLCZ1). Rodzina biatek PLC jest grupa enzymdéw zaangazowang w katabolizm
fosfatydyloinozytolu-4,5-bisfosforanu do IP3 i diacyloglicerolu (DAG). Znanych jest 13
1izoform PLC wyodrebnionych ze wzgledu na petniong przez siebie funkcje oraz strukture
biatka. PLCZ1 jest obecnie najmniejszg znang izoformg fosfolipazy z masg czasteczkowa
wynoszacg 70-75 kDa u réznych gatunkéw (Abdulsamad i in. 2023). Specyficzna dla
plemnikéw fosfolipaza C zeta 1 (PLCZ1) zostata uznana za dominujacy czynnik inicjujacy
kontakt pomigdzy plemnikiem a oocytem. PLCZ1 wyzwala aktywacj¢ oocytdw poprzez
uwalnianie 1P3 i Ca®" podczas procesu zaptodnienia (Vasisth i in. 2022). Ponadto,
fosfolipaza jest waznym enzymem bioragcym udzial w spermatogenezie. Zlokalizowana jest
ona glownie w regionach akrosomowym i postakrosomowym. Podczas zachodzenia procesu
kapacytacji 1 reakcji akrosomowej plemnikow jej rozmieszczenie komorkowe ulega
zmianie, co dowodzi jej wplywu na ostateczng jako$¢ plemnikéw. Wang i inni (2023)
zasugerowali, ze PLCZ1 pelni kluczowa role w utrzymaniu ruchliwosci plemnikow
w uktadzie rozrodczym samca myszy. Z kolei Unnikrishnan i inni (2021) dowiedli, ze
podczas procesu kapacytacji biatko jest aktywowane poprzez fosforylacje reszt

tyrozylowych plemnikow i jego interakcje z Na/K ATPaza a4 (ATP1A) oraz receptorem
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naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR). Stad jakakolwiek nieprawidlowos$¢ zwigzana
z konformacja biatka moze prowadzi¢ do bezptodnosci. W niniejszej pracy wykazano
obecno$¢ PLCZ1 zarowno w plazmie jak i plemnikach indorow. Masa czgsteczkowa
omawianego enzymu wynosi okoto 73,5 kDa (MASCOT), jednak w identyfikowanych
prazkach masa wyliczana przez program Multi-Analyst byta 0 wiele nizsza. Podejrzewamy,
ze PLCZ1 mogta ulega¢ rozpadowi na mniejsze podjednostki, by¢ moze w wyniku dziatania
procesu obrobki nasienia lub oddziatywania detergentoéw. Zaobserwowano jej silniejsza
fosforylacje w nasieniu biatym, co moze wskazywac¢ na istotng role omawianego enzymu

W nabyciu potencjalnej zdolnosci zaptadniajacej przez plemniki.

W plemnikach z nasienia biatego wykazano silniejsza ekspresj¢ takze migdzy innymi
biatka aniono i napig¢ciozaleznego kanatu jonowego (VDAC2), poliubikwityny B (UBB),
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH), tubulin (TBB) oraz kinazy
kreatynowej typu S (CKMT?2). Biatka z rodziny VDAC uczestniczag w wielu procesach
fizjologicznych, ale i patofizjologicznych (na przyktad metabolizmie energetycznym czy
apoptozie komorek) poprzez regulowanie przepuszczalnosci btony dla matych jondéw i
czasteczek (np. Na*, Ca?*, CI-, ATP, glutaminianu). Wyniki ostatnich badan sugeruja, ze
VDAC moze odgrywa¢ wazng role w spermatogenezie, ruchliwosci, kapacytacji i reakcji
akrosomowej plemnikow. Co wigcej, wykazano, ze VDAC?2 jest waznym ogniwem szlaku
$mierci komorkowej, gametogenezy 1 steroidogenezy. Jest takze zaangazowane w ochrong
przed stresem oksydacyjnym. Biorgc pod uwage wysoka liczebnos¢ VDAC2 1 VDAC3
W plemnikach buhaja oraz ich zdolnos¢ do bramkowania 1 wigzania ATP zasugerowano, ze
bialka te moga by¢ zaangazowane w przemieszczanie i kierowanie ATP do polozonych
najbardziej dystalnie w witce ATPaz dyneinowych i/lub w ochronie ATP przed
przedwczesng hydroliza (Hinsch i in. 2004). Zalezne od napigcia kanaty anionowe (VDAC)
sg obecne we wszystkich typach biatek mitochondrialnych u eukariontow. Wystepuja trzy
izoformy kanatow to jest VDACI1, VDAC2 i VDACS3. Kolejne doniesienia potwierdzaty
obecno$¢ roznych izoform VDAC w réznych tkankach meskiego uktadu rozrodczego to
jest VDAC1 w komorkach Sertoliego, VDAC2 w réznych regionach plemnikow (zwtaszcza
zewngtrznej blonie mitochondrialnej 1 gestych zewnetrznych wtoknach osiowych witki) oraz
VDAC3 w regionie akrosomu plemnikéw. HSP70 aktywuje ruch witki plemnikéw wiazac
si¢ z ich powierzchnig poprzez interakcj¢ z biatkiem VDAC2. Powyzsze wigzanie wydaje
si¢ odgrywaé wazng rol¢ w transporcie plemnikow w jajowodzie (Matsuzaki i Sasanami

2022). Natomiast wysoka ekspresja mRNA VDAC2 wykazuje dodatnig korelacje z niska
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ruchliwoscia plemnikéw. Co wigcej, nieprawidtowa ekspresja bialek z rodziny VDAC moze
by¢ zwigzana z nieptodnoscig meska spowodowang idiopatyczng astenozoospermig (Liu
i in. 2010). Aktywno$¢ kinazy kreatynowej (CK) w ludzkich plemnikach jest wskaznikiem
dojrzatosci gamet i ich potencjatu zaptadniajacego. lzoenzym CK-Mi w ludzkich
plemnikach jest pochodzenia mitochondrialnego. MtCK ulega koekspresji razem
Z cytozolowymi podjednostkami typu moézgowego w wielu komorkach i tkankach
charakteryzujacych si¢ wysokim zapotrzebowaniem na energi¢ takich jak moézg, tozysko,
nerki, jadra, plemniki i komorki s$rodbtonka. MtCK jest centralnym kontrolerem
komorkowej homeostazy energetycznej (Schlattner i in. 2006). MtCK jest gtownym celem
uszkodzen molekularnych indukowanych stresem oksydacyjnym, a jej dysfunkcje notuje si¢
przy wszelkiego rodzaju zaburzeniach neurodegeneracyjnych organizmu (Kekelidze i in.
2001). Mi-CK zuzywa ATP produkowany w mitochondriach w celu zsyntetyzowania
fosfokreatyny. Fosfokreatyna jest nastgpnie przetransportowywana do cytoplazmy, gdzie
dochodzi do regeneracji ATP przy udziale izoenzymoéw cytozolowych. Fosforylacja CK
zwigksza, podczas gdy defosforylacja zmniejsza jej aktywnos¢ (Palmer i in. 2008).
Silniejsza fosforylacja VDAC2 1 CKMT2 w nasieniu bialym najprawdopodobniej zwigzana
jest z wydajniejsza gospodarka energetyczng plemnikow.

Z kolei w plemnikach pochodzacych z nasienia zottego zaobserwowano
intensywniejszg fosforylacje CKB, TTR, PRDX1, RBP4 i TPI1. Fosforylacja kinazy
kreatynowej B, przez kinaze¢ bialkowg C, powoduje wzrost jej aktywnosci poprzez
zwickszenie zdolnosci do przenoszenia wysokoenergetycznej reszty fosforanowej
z fosfokreatyny na ADP i wytwarzania w ten sposob ATP (Chida i in. 1990). Z kolei kinaza
biatkowa aktywowana AMP moze regulowa¢ aktywnos¢ CK poprzez fosforylacje jej reszt
serynowych. Oba enzymy $cisle wspotpracuja w warunkach stresu energetycznego, aby
zrekompensowac¢ utrate adenozynotrifosforanu (ATP) (Rios i in. 2014). Ustalono, ze
aktywnosci obu typow kinazy kreatynowej (CKM 1 CKB) oraz ich wzajemne stosunki moga
by¢ biochemicznymi markerami dojrzatosci plemnikéw i ich potencjatu zaptadniajacego.
Wysoka aktywno$s¢ CK w plemnikach wskazuje na obecno$¢ pozostatosci
cytoplazmatycznych w ich strukturze oraz stabg jako$¢ gamet (Nasrallah i in. 2020). Rao
I inni (1989) zasugerowali istnienie zalezno$ci pomiedzy nieprawidtowo przeprowadzonym
procesem pozbywania si¢ pozostalo$ci cytoplazmatycznych a wystapieniem zjawiska stresu
oksydacyjnego w plemnikach. Do peroksydacyjnych uszkodzen czesto dochodzi w wyniku

wystepowania nieprawidtowosci morfologicznych we wstawkach plemnikow, w ktérych
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zazwyczaj zlokalizowany jest nadmiar resztkowej cytoplazmy. Nadmiar ten moze
stymulowaé produkcje O%*  poprzez rosnaca dostepnosé NADPH powstajacego z kolei
w wyniku zwickszonej aktywnosci G6PDH. Dowiedziono istnienia szeregu reakcji
obejmujacych zatrzymanie nadmiaru resztkowych enzymow cytoplazmatycznych, takich
jak CK 1 G6PDH oraz zwigkszone wytwarzanie RFT a wraz z tym indukcj¢ peroksydacji
lipidow oraz pojawienie si¢ dysfunkcji plemnikow (Dandekar i Parkar 1999).

Transtyretyna odpowiada przede wszystkim za transport tyroksyny i kompleksu
wigzacego retinol (kompleksu RBP) do réznych czesci ciata i mozgu. TTR jest biatkiem
surowicy sktadajacym si¢ z czterech monomerow 14 kDa wystepujacych w potaczeniu
z RBP (1:1). Dowiedziono, ze taka budowa kompleksu zapobiega filtracji klebuszkowej
RBP. Retinoidy bezposrednio wptywaja na ekspresj¢ genéw regulujacych cykl komorkowy
w fazie G1 mitozy. Krazacy retinol (Rol) jest wigzany z RBP i kompleksowany z TTR. Jest
on nastepnie przetransportowywany do komorek mioidalnych okototubularnych, a nast¢pnie
przechodzi do komorek Sertoliego i komorek spermatogennych omijajac bariere krew-jadro
(Chung i Wolgemuth 2004). TTR wykazuje dziatanie zar6wno anty- jak i prooksydacyjne.
Poziom TTR koreluje z poziomem reaktywnych form tlenu (RFT) oraz reaktywnych form
azotu (RFA) (Fong i Vieira 2013). Mimo, ze TTR jest biatkiem zewnatrzkomérkowym to
moze indukowac¢ powstawanie stresu oksydacyjnego w retikulum endoplazmatycznym
(ER), a tym samym posredniczy¢ w procesie odpowiedzi na biatka niesfatdowane (UPR)
(Chen i in. 2016). Chociaz udowodniono, ze TTR w osoczu wystgpuje glownie w formie
sprzgzonej z cysteing (Cys) za pomocg analizy ESI-MS dowiedziono wystepowania
pochodnych TTR o zwigkszonych masach czgsteczkowych to jest o 32 Da
(dihydroksylacja), 80 Da (fosforylacja) i 306 Da (glutationylacja) (Terazaki i in. 1998).
Silniejszy stopien jej ufosforylowania moze posrednio wskazywac na nasilenie procesoOw

prooksydacyjnych toczaCych si¢ w nasieniu indoréw z YSS.

5.6. Wplyw sezonu na profil ufosforylowania bialek nasienia

Procesy fosforylacji biatek nasienia mogg by¢ zalezne od sezonu. Niektore enzymy,
takie jak fosfataza kwasna (ACP) i fosfataza alkaliczna (ALP), sa bardzo wrazliwe na
zmiany powodowane sezonem, a ich aktywno$¢ wigze si¢ z produkcja biatek w najadrzach
(Dyrda i in. 2021). W niniejszej pracy zaobserwowano statystycznie istotnie wyzsza

aktywno$¢ ACP w plazmach nasienia w okresie jesienno-zimowym, natomiast nie
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zanotowano istotnych roznic w aktywno$ciach ALP pomigdzy obydwoma badanymi
okresami. Co innego wykazat Prabakar i in. (2022) ktory zaobserwowat wzrost aktywnosci
ALP w plazmie nasienia indora w cieplejszych miesigcach roku. Wynik ten mégt wynikac
z wykorzystania w omawianych badaniach nasienia innej linii indoréw lub wyodrgbnienia
przez wyzej wymienionego autora tylko trzech okres6w roku to jest zimy, wiosny i lata.
Z drugiej strony w omawianym do$wiadczeniu wspomniany autor badat rowniez aktywno$¢
ALP u kogutow rasy White Leghorn, gdzie aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej w plazmie
nasienia byta wyzsza w okresie zimy. Ostatecznie jednak Prabakar i inni (2022) zauwazyli,
ze nasienie indora pochodzace z okresu zimy charakteryzowalo si¢ lepszymi parametrami
przyzyciowymi plemnikow, lepszym stosunkiem zawarto$ci hormondw ptciowych i wyzsza
aktywnos$cig antyoksydacyjna. Z kolei Strzezek i inni (2015) nie wykazali sezonowo
zaleznych réznic w aktywno$ci ALP w plazmie nasienia psa, natomiast zaobserwowali je w
przypadku ACP. Odnotowali oni istotnie (p < 0,05) najnizsze aktywnosci fosfatazy kwasnej
w okresie jesieni. W analizach realizowanych w ramach niniejszej pracy, po uwzglednieniu
rodzaju ejakulatu, z ktorego byla uzyskiwana plazma, wykazano, ze aktywno$¢ ALP
pozostaje na podobnym poziomie w nasieniu biatym, natomiast jest wyzsza w sezonie
jesienno-zimowym w nasieniu zottym. Natomiast aktywno$¢ ACP wzrasta w trakcie sezonu
jesienno-zimowego w obu rodzajach nasienia indorow. Ponadto wykazano istnienie
dodatnich korelacji pomiedzy zawarto$cig biatka a aktywno$cia ALP oraz migdzy
aktywnoscig ACP a aktywnoscig GPx w biatych plazmach nasienia w sezonie jesienno-
zimowym. Z kolei w zo6ttych plazmach nasienia, w omawianym okresie, aktywnos¢ ALP
korelowata z poziomem GSH (p < 0,05). Co istotne, w przypadku obu rodzajow nasienia
indora wyzsza aktywnos¢ fosfataz kwasnej i alkalicznej w okresie wiosenno-letnim wigzata
si¢ z istotnie wyzszym poziomem generowanego MDA w plazmie. Moze to dowodzié, ze
cze$¢ biatek, odpowiadajacych za status antyoksydacyjny nasienia, podlega procesom

defosforylacji.

Sezon wptywal na stopien ufosforylowania wybranych bialek obecnych w nasieniu
indoréw w zréznicowany sposob. Tak byto w przypadku wybranych polipeptydéw z plazmy
nasienia to jest owotransferyny (TRFE), ATPazy 13a4 transportujacej kationy (ATP1304)
oraz chaperonu BIP z retikulum endoplazmatycznego (HSPA5). W przypadku
owotransferyny jej silniejsza fosforylacja w sezonie wiosenno-letnim mogta by¢ zwigzana
ze zmiang jej struktury w celu zwigkszenia odpornosci na wysokie temperatury i/lub

zwickszong aktywnoS$cig bakteriobdjczg (Wang i in. 2021c). Wykazano, ze izoforma
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a4 ATPazy bierze udzial w regulacji ruchliwosci plemnikéw i1 posrednio determinuje ich
zdolno$¢ zaptadniajaca. Gen meskiej a4 ATPazy zlokalizowany jest w jadrach, a wzrost jego
ekspresji powigzano z procesem dojrzewania piciowego. ATPaza bedaca produktem
dziatania genu wystepuje w plemnikach gtownie w rejonie witki (McDermott i in. 2012).
Posiada ona jedno zakonserwowane miejsce fosforylacji dla kinazy biatkowej aktywowane;j
przez cAMP - PKA. Fosforylacja tego miejsca jest wazna dla regulacji aktywnos$ci dziatania
pompy albo poprzez zmiang rozktadu komoérkowego, albo poprzez bezposrednig zmiang
wilasciwosci kinetycznych enzymu (Poulsen i in. 2010). Fosforylacja omawianego enzymu
wydaje si¢ niezbedna do nabycia przez plemniki indora zdolno$ci do ruchu. Obnizona
ekspresja Na'/K*-ATPazy w morfologicznie nieprawidtowych plemnikach, powstajacych
podczas oddziatywania wysokich temperatur, dowodzi znaczenia tego biatka w regulacji
funkcji plemnikéw oraz wykorzystania go jako potencjalnego markera ptodnosci
(Thundathil iin. 2012). Jej silniejsze ufosforylowanie w okresie wiosenno-letnim moze by¢

zabezpieczeniem aktywnosci biologicznej enzymu w nasieniu indora.

Sezon wplywat takze na zawarto$¢ frakcji albuminy w plazmie nasienia indora.
Zaobserwowano dwie frakcje albuminy, ktore wykazywaly zréznicowane profile
fosforylacji w zaleznosci od sezonu. Jedna z nich o masie 42,9 kDa i punkcie
izoelektrycznym rownym 4,40 ulegala wyzszej ekspresji w trakcie sezonu wiosenno-
letniego, z kolei druga z nich (72,1 kDa, pl 8,17) w sezonie jesienno-zimowym. Jak dotad
zaobserwowano wyzsza zawartos¢ albuminy w uktadzie rozrodczym i plazmie nasienia
indoréw z YSS w poréwnaniu z indorami produkujagcymi nasienie biate (Slowinska i in.
2017), ale nie zanotowano roznic w jej zawartosci zwigzanych z panujagcym okresem roku.
Albumina plazmy nasienia moze wptywac¢ na sktad lipidowy btony komoérkowej plemnikow
poprzez wymiang wybranych lipidow lub ich hydrolize¢ (Go i Wolf 1985). Jedna z gtownych
réznic migdzy usuwaniem cholesterolu, w ktorym posredniczy albumina, a usuwaniem
zudzialem HDL Ilub APOA1L, jest sposob w jaki zachodzi ten proces. Badania
przeprowadzone na komorkach somatycznych wykazaly, Zze proces usuwania cholesterolu
przez albuming jest procesem pasywnym, w ktorym kontakt z blong komoérkowa umozliwia
desorpcj¢ cholesterolu do hydrofobowej kieszeni struktury molekularnej albuminy
(Sankaranarayanan i in. 2013). Co ciekawe, Matsuzaki i inni (2020) zademonstrowali
obecno$¢ albuminy w kanalikach SST. ALB tam wystepujaca jest najprawdopodobniej
zaangazowana w proces przechowywania plemnikow w SST 1 przedtuzanie ich zywotnosci.

Z Kkolei Mereuta i inni (2015) wykazali, ze po wystawieniu nasienia buhaja na dziatanie
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temperatury 45°C przez 1 minut¢ nastepuje wzrost zawartosci albuminy o 4,2%, a po 10
minutach o 3,3% calkowitej zawarto$ci biatka. Moze to posrednio wskazywaé na
wystepowanie wybranych frakcji aloumin w nasieniu indora w sezonie wiosenno-letnim

spowodowane oddziatywaniem wyzszych temperatur.

W plemnikach zaobserwowano najprawdopodobniej sezonowo uwarunkowane
ufosforylowanie miedzy innymi RPS27A, RAP1B, transtyretyny (TTR), proakrozyny
(ACR), kinazy keratynowej B (CKB) oraz tancucha tubuliny beta 4 (TBB4). Akrozyna jest
syntetyzowana i magazynowana w postaci zymogenu czyli proakrozyny. Aby mogta
wykazywaé aktywno$¢ musi przejs¢ w forme dojrzala i zosta¢ aktywowana w procesie
egzocytozy akrosomu. Analiza immunocytochemiczna wykazata, obecno$¢ systemu
proakrozyna/akrozyna w akrosomie ejakulowanych i ulegajacych kapacytacji meskich
plemnikow. Aktywacja formy h-proakrozyny (55-60 kDa) do aktywnego enzymu, beta-
akrozyny (34 KDa), moze zaj$¢ w wyniku podniesienia pH srodowiska. Proces ten obejmuje
nie tylko zmiany w obrgbie N- i C-koncow biatka (powstanie enzymatycznie aktywnych
potproduktow o masach 52, 43, 24-22 i 16 kDa), ale i fosforylacje wybranych reszt
serynowo-treoninowych ktora zwigksza odpornos$¢ na wewnatrzkomorkowg proteolizg oraz
efektywnos$¢ dziatania enzymu (Vazquez-Levin i in. 2005). Wedtug Ciereszko i innych
(2000) akrozyna w plemnikach knuréw wykazuje zmienng aktywno$¢, wyraznie
warunkowang sezonem. Zmiany te jednak tylko czgsciowo pokrywaja si¢ z innymi
parametrami jako$ci nasienia. Autorzy zaproponowali, ze zaobserwowane zmiany
w aktywnos$ci akrozyny moga by¢ powodowane zaburzeniami procesu spermatogenezy
podczas oddziatywania wysokich temperatur w okresie lata. Zaktocenia te moga z kolei
wywotywac albo spadek zawartos$ci akrozyny w plemnikach albo skutkowac stabg jako$cia
bton plemnikéw. Biatkko TUBB4B nalezy do rodziny gendéw B-tubuliny 1 jest gldéwnym
sktadnikiem mikrotubul, ktére wptywaja na procesy migracji przedjadrzy u myszy. B-
tubulina ma osiem izoform — TUBB, TUBB2A, TUBB2B, TUBB3, TUBB4, TUBB2C,
TUB6, mikrotubule TBB1A. Biatka tworza heterodimery, ktére tworzag wlokna
prekursorowe mikrotubul. Te niewypetnione rurki sg kluczowym elementem cytoszkieletu
I biorg czynny udziat w dynamice wielu proceséw komorkowych. Wiasciwie wyksztatcona
I kompletna sie¢ mikrotubularna w plemnikach jest niezbedna do prawidlowej
spermatogenezy. Zaj$cie procesow modyfikacji potranslacyjnych w obrgbie podjednostek
tubuliny, na przyktad fosforylacji, moze regulowac interakcje pomigdzy mikrotubulami

a biatkami zwigzanym z mikrotubulami (MAP), wplywajac tym samym na dynamiczng
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niestabilno$¢ mikrotubul i zdolno$¢ do przyjmowania réznych form w komorce.
W interfazie mikrotubule znajduja si¢ w poblizu jadra, w centrosomie (ujemny koniec)
| promieniujg w kierunku obwodu komorki (koniec dodatni), utrzymujgc ksztatt komorki
oraz interakcj¢ komorka-komoérka, adhezje komorka-macierz, transport biatka iruch
komorki (Gadadhar i in. 2017). Poziom ekspresji TUBB4B ma kluczowe znaczenie
w interakcjach mikrotubul z wimentyng i1 utrzymaniu polarnosci migrujacych komorek.
Komoérki prezentujgce nizsza ekpresjc TUBB4B wykazuja szybsze tempo agregacji
mikrotubul. Nieprawidtowa ekspresja biatka TUBB4B wydaje si¢ by¢ tez zwigzana
z podziatem i proliferacja komorek (Sobierajska i1 in. 2019). Wyzszy stopien
ufosforylowania TBB4 w plemnikach indora w sezonie wiosenno-letnim moze wskazywacé
na wyzsza fluktuacje form tubuliny i1 tworzenie form pochodnych o réznej aktywnosci
biologicznej. Obecno$¢ TBB4 moze si¢ tez wigza¢ z lepszym zabezpieczeniem Struktur

komorek plemnikowych w trakcie trwania cieplejszych miesigcy roku.

5.7. Podsumowanie

Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy byly pierwsza proba
zidentyfikowania oraz scharakteryzowania fosfoproteomu nasienia indoréw. Sposrod
wszystkich modyfikacji potranslacyjnych fosforylacja biatek petni role nadrzgdng i jest
niezb¢dna do wiasciwego przeprowadzenia procesu zaptodnienia komorki jajowej przez
plemnik. Wyniki niniejszej pracy moga pomoc wyjasni¢ dynamike zachodzenia proceséw
fosforylacji/defosforylacji 1 ich znaczenie w fizjologii nasienia samcow indorow.
Przeprowadzone badania mogg takze pomoc w dokladnej analizie fosfoproteomu nasienia
indoréw produkujacych nasienie o obnizonej jakos$ci 1 wytoni¢ potencjalne markery stanow
patologicznych lub zwigzanych z obnizong ptodnosciag. Wyniki przeprowadzonych badan
wskazuja na zréoznicowanie profili fosforylacji biatek nasienia warunkowanych rodzajem
ejakulatu indora. Ponadto scharakteryzowano zmiany fosfoproteomu plazm nasienia
I plemnikéw indoréw wystepujace w wyodrgbnionych okresach roku. Fosfoproteiny
nasienia indora, zidentyfikowane w toku niniejszej pracy, przede wszystkim odgrywaja role
w zaptodnieniu komorki jajowej przez plemnik, organizacji cytoszkieletu, regulacji
transportu  wewnatrzkomorkowego oraz reakcjach metabolicznych  zwigzanych

Z generowaniem zasobow energetycznych w komorce.
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6. WhnioskKi

1. Nasienie zoétte indorow (Meleagris gallopavo) charakteryzowato si¢ obnizonymi
parametrami jakosciowymi w stosunku do nasienia biatego. W plazmach nasienia
z6ltego wykazano wyzsze zawartosci GSH i MDA oraz wyzsze aktywno$ci ALP,
ACP i GPx. Plemniki z nasienia zoltego charakteryzowaly si¢ nizszg zawartos$cia
MDA, nizszymi wskaznikami PMI i MMP, wyzsza aktywno$cia enzymow
antyoksydacyjnych i zawartoscig GSH. Ponadto w nasieniu z6ttym obserwowano
nizszy odsetek plemnikdéw zywych oraz wyzsze odsetki plemnikéw apoptotycznych

i nekrotycznych,

2. Ejakulaty pobrane podczas sezonu jesienno-zimowego cechowaly si¢ wyzszym
odsetkiem plemnikow z nienaruszong plazmolema w rejonie akrosomowym
W pordéwnaniu z ejakulatami z okresu wiosenno-letniego. Plazmy nasienia z okresu
JZ odznaczaly si¢ nizsza aktywnos$cig GPx i CAT oraz nizszymi poziomami GSH
I MDA. Nasienie z tego okresu charakteryzowato si¢ takze wyzszym odsetkiem
plemnikéw zywych oraz nizszymi odsetkami plemnikow apoptotycznych
i nekrotycznych. Dodatkowo plemniki w sezonie jesienno-zimowym cechowaty si¢

wyzszg zawartoscig GSH i nizsza MDA w poréwnaniu do sezonu wiosenno-letniego,

3. Statystycznie istotnie wyzsze poziomy aktywnosci fosfataz kwasnej 1 alkaliczne;j
obserwowano w plazmach nasienia pochodzacych od indoréw z syndromem YSS.
Podczas sezonu jesienno-zimowego aktywnos¢ fosfatazy kwasnej byta wyzsza niz

W czasie sezonu wiosenno-letniego,

4. Zardéwno wystepowanie syndromu YSS jak i trwajacy sezon wptywaly na profile
ufosforylowania reszt serylowych i tyrozylowych biatek proteoméw plazm nasienia

1 plemnikow indorow,

5. W pracy zidentyfikowano 142 fosfoproteiny. Wsrdd nich znajdowaty si¢ biatka
kodowane przez nastgpujace geny: UBB, RPS27A, SPATAI18, CDC42, ACTN,
TBB, ACTA, ODF2, GAPDH, PGAM, PGK, TPI, ALDOC, LDH, SDHA, FASN,
APOA, CKM, GOT, CA, CALM, TRFC, FTH, HSPA, HSP, GST, PRDX, QSOX,
ASTL, ANXA, ACR, GSN, VDAC oraz PLCZ1,

6. Wykazano, ze fosfoproteiny zidentyfikowane w ramach niniejszej pracy miedzy

innymi biorg udziat w interakcji i wigzaniu si¢ plemnika z komoérka jajowa, procesie
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zaptodnienia oocytu, organizacji cytoszkieletu, metabolizmie plemnikéw,
transporcie ~ wewnatrzkomorkowym  oraz ustalaniu  skladow  proteoméw

poszczegbdlnych przedziatow komodrkowych,

Dowiedziono, ze stopien ufosforylowania biatek kodowanych przez geny SPARC,
FASN, PRDX1, PRDX6, QSOX1, TRFE i PPIB byt statystycznie istotnie wyzszy
W plazmach bialego nasienia. W plazmach nasienia zoéltego intensywniej
ufosforylowane byty biatka kodowane przez geny: CKB, ORM2, APOA1, SSC5D,
IGLC3, LAC oraz FTH. Z kolei w czasie sezonu wiosenno-letniego wyzszym
stopniem ufosforylowania charakteryzowaly si¢ biatka kodowane przez geny:
APOAL, LAC, QSOX1, PRDX1, PRDX6, GSN, HSP90, PPIB, FTH, ASTL, TTR,
GOT1 oraz CKB. Podczas sezonu jesienno-zimowego takimi wiasciwos$ciami

cechowato si¢ jedynie biatko SPARC,

. Zaobserwowano, ze wyzszym stopniem ufosforylowania cechowaty si¢ biatka
kodowane przez TBB, CKMT2, VDAC2, UBB i GAPDH w plemnikach nasienia
biatego oraz CKB, TTR, PRDX1, RBP4 i TPI1 w plemnikach nasienia zottego.
Zaobserwowano rowniez, ze wyzszym nasileniem fosforylacji cechowaly si¢ biatka
kodowane przez geny: ACR, CKB i TBB4 podczas sezonu wiosenno-letniego oraz

RPS27A, RAP1B i TTR podczas sezonu jesienno-zimowego.
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Analiza fosfoproteomow ejakulatow indoréw (Meleagris gallopavo) o

zroznicowanej jakosci biologicznej
mgr inz. Katarzyna Teresa Rafalska

Streszczenie

W przemystowej hodowli indykéw (Meleagris gallopavo) rozréd odbywa sie¢
wylacznie poprzez sztuczng inseminacj¢ w zwigzku ze zbyt duzym dymorfizmem ptciowym
samcow i samic tego gatunku. Dodatkowym utrudnieniem jest wykorzystanie do inseminacji
jedynie nasienia $wiezego, poniewaz wcigz nie ustalono optymalnego sktadu buforu
pozwalajacego na kriokonserwacj¢ nasienia indorow. Przy zbyt dlugiej ekspozycji na
wysoka temperature mechanizmy termoregulacyjne ptakow moga zosta¢ przecigzone. W
rezultacie moze doj$¢ do wystapienia stresu cieplnego i zachwiania homeostazy organizmu.
W populacji indoréw okoto 10-16% osobnikéw dotknigtych jest syndromem zottego
nasienia (YSS). Wystepowanie omawianego syndromu charakteryzuje si¢ nizszymi i/lub
podwyzszonymi warto$ciami wybranych parametrow iloSciowych i jakoSciowych
ejakulatow a takze obecnos$cig i/lub brakiem wybranych biatek w nasieniu indoréw. Uzycie
ejakulatow YSS podczas zabiegu sztucznego unasieniania prowadzi do obnizenia

skuteczno$ci zaptadniania samic. Przyczyny wystepowania YSS nadal pozostajg nieznane.

Celem niniejszej pracy byta analiza fosfoproteomow plazm nasienia i plemnikow
pochodzacych z ejakulatow prawidtowych 1 z YSS podczas dwoch wyodrebnionych
sezonow tj. wiosenno-letniego i jesienno-zimowego, ktora poprzedzono doktadng analiza

ilosciowg 1 jako$ciowa ejakulatow.

W nasieniu $§wiezym dokonano pomiaru koncentracji i ruchliwo$ci plemnikow oraz
oceny ich zywotno$ci, w tym integralno$ci bton komérkowych w regionie akrosomowym,
funkcjonalno$ci mitochondridow, wystepowania zmian apoptotycznych oraz detekcji tlenku
azotu w plemnikach. W plazmach nasienia oraz plemnikach przeprowadzono oznaczenia
aktywnosci wybranych enzymow antyoksydacyjnych — SOD, GPx, CAT oraz pomiar
zawartosci GSH 1 MDA. Dodatkowo w plazmach nasienia oznaczono zawarto$¢ biatka
calkowitego oraz zmierzono aktywno$¢ fosfatazy kwasnej i alkalicznej. Ponadto z obu
sktadowych nasienia wyizolowano biatka ufosforylowane i rozdzielono je przy pomocy
metod Native-PAGE, Tricine-PAGE, Urea-PAGE, SDS-PAGE oraz 2D-PAGE. Wybrane

292



fosfoproteiny, rozdzielone przy uzyciu dwoch ostatnich technik, zidentyfikowano metoda
Nano LC-MS/MS i/lub MALDI-TOF/TOF.

W ramach niniejszej pracy potwierdzono, ze nasienie zoéite indorow cechuje sie
obnizonymi parametrami jako$ciowymi w stosunku do nasienia bialego. Po raz pierwszy
wykazano, ze sezon wplywa na wybrane parametry biologiczne i biochemiczne nasienia
indorow. Statystycznie istotnie wyzsze poziomy aktywnos$ci fosfataz kwasnej 1 alkalicznej
obserwowano w plazmach nasienia YSS oraz podczas sezonu jesienno-zimowego.
Dowiedziono, ze na profile ufosforylowania reszt serynowych i tyrozynowych biatek wptyw
Majg zar6wno wystepowanie syndromu zolttego nasienia jak i sezon. W nasieniu indoréw
zidentyfikowano tgcznie 142 fosfoproteiny. Wsrdod nich wystegpowaty m.in. biatka
kodowane przez geny: UBB, RPS27A, SPATAL18, CDC42, ACTN, TBB, ACTA, ODF2,
GAPDH, PGAM, PGK, TPI, ALDOC, LDH, SDHA, FASN, APOA, CKM, GOT, CA,
CALM, TRFC, FTH, HSPA, HSP, GST, PRDX, QSOX, ASTL, ANXA, ACR, GSN, VDAC
oraz PLCZ1. Zidentyfikowane fosfoproteiny biorg m.in. udziat w interakcji i wigzaniu si¢ z
plemnika z komorka jajowa, procesie zaptodnienia, organizacji cytoszkieletu, metabolizmie
plemnikow, transporcie wewnatrzkomorkowym oraz ustalaniu skladow proteomow
poszczegolnych przedzialdow komoérkowych. Wykazano, ze na stopien ufosforylowania

omawianych biatek wptywa rodzaj nasienia jak rowniez trwajacy sezon.

Stowa Kkluczowe: indor, plazma nasienia, plemniki, nasienie biate, YSS, sezon, parametry

biologiczne i biochemiczne ejakulatu, fosfoproteom nasienia
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Analysis of phosphoproteomes of turkey (Meleagris gallopavo) ejaculates

with different biological quality
mgr inz. Katarzyna Teresa Rafalska

Summary

The professional turkey (Meleagris gallopavo) breeding relies entirely on artificial
insemination due to the excessive sexual dimorphism between males and females of this
species. Another problem is inability to use any kind of preserved semen, apart from fresh
one, during mating. The optimal buffer composition which would allow for cryopreservation
of turkey semen has still not been established. When birds are exposed to higher
temperatures for too long, theirs thermoregulatory mechanisms can become overloaded. As
a result, heat stress can occur, and the body's homeostasis can be disturbed. In the turkey
population, approximately 10-16% of individuals are affected by yellow semen syndrome
(YSS). It is mainly characterized by lower values of selected quantitative and qualitative
parameters of the ejaculates as well as presence and/or absence of chosen proteins in semen.
The usage of ejaculate affected by YSS in Al leads to reduced fertilization efficiency. The

causes of yellow semen syndrome occurrence are still unknown.

The aim of the present study was to analyse the phosphoproteomes of seminal plasma
and spermatozoa derived from normal and YSS ejaculates during the two distinguished
periods i.e., spring-summer and autumn-winter season, which was preceded by in-depth

analysis of chosen biological and biochemical parameters of semen.

In fresh semen, sperm concentration and motility were measured, and sperm viability
was assessed, including cell membrane integrity in the acrosome region, mitochondrial
functionality, occurrence of apoptotic changes and nitric oxide detection in sperm. The
activity of selected antioxidant enzymes - SOD, GPx, CAT - and measurement of GSH and
MDA content were determined both in seminal plasmas and spermatozoa. In addition, total
protein content was determined in the plasmas and the activity of acid and alkaline
phosphatase was measured. Furthermore, phosphorylated proteins were isolated from both
semen components and separated by means of Native-PAGE, Tricine-PAGE, Urea-PAGE,
SDS-PAGE and 2D-PAGE. Selected phosphoproteins, separated by the latter two
techniques, were identified by Nano LC-MS/MS and/or MALDI-TOF/TOF.
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The present study confirmed that turkey semen with YSS is characterized by reduced
quality parameters as compared to white semen. For the first time, it was shown that the
season affects selected biological and biochemical parameters of turkey semen. Statistically
significantly higher levels of acid and alkaline phosphatase activities were observed in the
plasmas of YSS semen and during the autumn-winter season. It was proven that the
phosphorylation profiles of serine and tyrosine residues of proteins are affected by both the
occurrence of yellow semen syndrome and the season. A total of 142 phosphoproteins were
identified in turkey semen. Among them were the proteins encoded by the following genes:
UBB, RPS27A, SPATA18, CDC42, ACTN, TBB, ACTA, ODF2, GAPDH, PGAM, PGK,
TPI, ALDOC, LDH, SDHA, FASN, APOA, CKM, GOT, CA, CALM, TRFC, FTH, HSPA,
HSP, GST, PRDX, QSOX, ASTL, ANXA, ACR, GSN, VDAC and PLCZ1. The identified
phosphoproteins are involved in, among other things, interaction and binding with an oocyte,
the fertilization process, cytoskeletal organization, sperm metabolism, intracellular
transport, and determination of the proteome composition of individual cellular
compartments. It has been shown that the degree of phosphorylation of mentioned proteins

is affected by the type of semen as well as the ongoing season.

Keywords: turkey, seminal plasma, spermatozoa, white semen, YSS, season, biological and
biochemical parameters of an ejaculate, semen phosphoproteome
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