Kon domowy (Equus caballus) charakteryzuje si¢ sezonowoscig rozrodu. Klacze
wykazujg objawy rujowe wraz z wydluzaniem si¢ dnia Swietlnego, natomiast aktywnos¢
uktadu rozrodczego ogiera obserwuje si¢ w ciggu calego roku. Dostrzegalne sg jednak
roznice w jakosci pozyskiwanego nasienia pomi¢dzy okresem okreslanym mianem
sezonu rozrodczego tj. kwiecien-wrzesien, a miesigcami jesienno-zimowymi. Poza
sezonem rozrodczym spada koncentracja, obnizajg si¢ parametry ruchliwosci i
zywotnosci plemnikéw oraz zmniejsza si¢ objetos¢ ejakulatu. Niejednokrotnie w
hodowli koni sportowych zdarzajg si¢ nagle wypadki, ktore eliminujg wybitne osobniki
z dalszej hodowli. W zwigzku z tym ro$nie zainteresowanie wykorzystaniem plemnikow
najadrzowych, bedacych rezerwuarem materialu genetycznego w inseminacji klaczy
przeznaczonych do rozrodu. Analiza poréwnawcza ruchliwosci oraz morfologii
plemnikéw najadrzowych 1 ejakulowanych nie wykazala istotnych réznic pomiedzy
nimi, co daje mozliwo$¢ wykorzystania materiatu najadrzowego w przypadku nagte;j
Smierci wybitnych osobnikow lub w sytuacji przymusowej kastracji.

Najadrze ogiera dzieli si¢ anatomicznie na trzy segmenty: glowe, ktora petni
gléwnie funkcje wydzielnicza, a znajdujace si¢ w niej plemniki sg fizjologicznie
niedojrzale 1 nie posiadajg zdolnos$ci zaptadniajacych oraz trzon i ogon najadrzy, ktore
pelnig funkcje magazynu tych komorek. Specyficzne $rodowisko trzonu i1 ogona
najadrzy utrzymuje zywotno$¢ plemnikow, chroni je przed uszkodzeniami
wywotywanymi mig¢dzy innymi stresem oksydacyjnym, stanem zapalnym oraz
temperaturg. Wszystkie zmiany biochemiczne i1 morfologiczne, jakim podlegaja
komorki rozrodcze w przewodzie najadrzy, okreslane sg mianem dojrzewania
najadrzowego. Dotyczg one reorganizacji w sktadzie lipidow 1 biatek blonowych, ktore
wynikaja ze zmian rozmieszczenia lub usuwania niektorych komponentow podczas
dzialania  enzymow  proteolitycznych,  enzymow  rozkladajacych  reszty
oligosacharydowe oraz przylaczania biatek syntetyzowanych de novo w najadrzach.
Jedna z reakcji o szczegdlnie istotnej roli w procesie dojrzewania plemnikow jest
fosforylacja biatek znajdujacych si¢ w srodowisku najadrzy. Fosforylacja jest procesem
regulujacym aktywnos$¢ i1 funkcje polipeptydéw. Ufosforylowane biatka peinig role

regulatorow aktywnos$ci komorek, kontrolujg ich metabolizm, wzrost czy apoptoze.



W dostepnej literaturze brak jest danych dotyczacych intensywnosci fosforylacji
biatek nasienia najadrzowego ogiera, jak rowniez nie ma informacji na temat
identyfikacji fosfoprotein plynu i plemnikow najadrzowych. Stosujac techniki
proteomiczne podjeto badania, ktérych celem byla charakterystyka fosfoproteomu
nasienia najadrzowego ogiera z uwzglednieniem r6éznych okresow sezonu
reprodukcyjnego.

Material doswiadczalny, czyli najadrza 12 ogierdw ras gorgcokrwistych,
pozyskiwano podczas rutynowych zabiegow kastracji w dwodch okresach sezonu
rozrodczego. Wyizolowane metodg chromatografii powinowactwa do jonow metali
fosfoproteiny rozdzielano metodg elektroforezy 1D-PAGE, nastgpnie poddawano
identyfikacji z wykorzystaniem techniki spektrometrii mas NanoLC-MS/MS.
Dodatkowo wykonano analiz¢ stopnia fosforylacji biatek przy pomocy metody
immunoblottingu.

Analiza fosfoproteomu ptynu najadrzowego pobranego w trakcie sezonu
rozrodczego, przeprowadzona z wykorzystaniem elektroforezy jednokierunkowej,
wykazala obecnos¢ 10 wspolnych frakeji dla kazdego z segmentdéw najadrzy (0 masach
czasteczkowych 76, 66, 58, 55, 49, 47, 44, 34, 31 i 22 kDa). Dwie frakcje wyst¢gpowaty
w glowie 1 trzonie najadrzy (136 1 92 kDa), natomiast jedng odnotowywano giéwnie w
odcinku ogona najadrzy (116 kDa). Natomiast profile fosfopeptydéw wyizolowanych
poza sezonem rozrodczym wykazaty obecnos¢ trzech fosfoprotein w glowie 1 trzonie
najadrzy (136, 128 1 92 kDa). Ponadto 15 biatek bylo obecnych we wszystkich
segmentach najadrzy (76, 66, 58, 55, 49, 44, 34, 31, 29, 25, 24, 22, 19, 15 1 14 kDa).
Wykazano roéwniez, ze 14 frakcji ulega fosforylacji zard6wno podczas jak i poza sezonem
rozrodczym (136, 128, 116, 92, 76, 66, 58, 55, 53, 49, 47, 44, 38, 34, 31, 29, 251 24
kDa). Najwigksza liczbe frakcji fosfoproteinowych wykazano w ekstraktach z
plemnikéw pobranych z glowy i trzonu najadrzy w sezonie i poza sezonem rozrodczym.
Z Kolei poza sezonem rozrodczym zaobserwowano spadek liczby ufosforylowanych
biatek w kazdym segmencie najadrzy. Zaobserwowano 28 frakcji fosfoproteinowych
(280, 160, 150, 110, 100, 83, 75, 73, 70, 61, 57, 50, 48, 44, 41, 35, 32, 31, 29, 26, 25,
24, 23, 22, 17, 16, 15 1 12 kDa), ktérych obecnos¢ byta zréznicowana migdzy

osobnikami i segmentami najadrzy.



Zidentyfikowane w niniejszej pracy bialka, zwtaszcza enzymy antyoksydacyjne
(m.in. ceruloplazmina, peroksyredoksyna -1, -2, -5, serotransferyna, S-transferaza
glutationowa mub) oraz biatka szoku termicznego (HSP-70, HSP B1,) pehnig istotng
role w regulacji procesow reprodukcyjnych ogiera. Dotyczy to przede wszystkim
ochrony uktadu rozrodczego przed reaktywnymi formami tlenu, regulacji procesu
spermatogenezy oraz dojrzewania plemnikéw w najadrzach. Charakterystyka
fosfoproteomu nasienia najadrzowego ogiera moze pomoOc W  wyjasnieniu
molekularnych mechanizméw regulujgcych procesy reprodukcyjne tego gatunku.
Stanowi rowniez uzupetnienie wiedzy z zakresu dojrzewania komorek rozrodczych

zwierzat gospodarskich.



