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Seznam zkratek

CP Central pair of microtubule doublets — centralni par mikrotubula
EPC Extra-pair copulation — mimoparova kopulace

FS Fibrous sheath — vlaknity plast’

IDA Inner dynein arms — vnitini dyneinova ramena

LC-MS Liquid chromatography-mass spectrometry

Kapalinové chromatografie-hmotnostni spektrometrie

MS Mitochondrial sheath — mitochondrialni plast
ODA Outer dynein arms — vnéjsi dyneinova ramena
ODF Outer dense fibres — vnéjsi hustéa vlakna
OMDA Outer microtubule doublets of the axoneme

Vnéj$i mikrotubularni dublety axonemy

OPL Outer periacrosomal layer — vnéjsi periakrozomalni vrstva
PAS Postacrosomal steath — postakrozomalni obal

PBS Phosphate Buffered Saline — fosfatovy pufr

PT Perinuclear theca — perinuklearni théka

RF Random Forest — metoda strojového uceni

RSp Radial spokes — radialni paprsek

SAL Subacrosomal layer — subakrozomalni vrstva

TR Transverse ribs — transversalni vybézky

VP Ventral processes — ventralni procesy



Abstrakt

Mezi spermiemi riznych druhli Zivo€icht nachazime celou $kalu morfologickych
rozdilt, at’ uz na Grovni tvaru, velikosti, ¢i intracelularniho uspotadani. Je prokazano, ze tyto
rozdily mohou byt zptsobeny selekénim tlakem zptisobenym kompetici spermii. Tim
vznikaji morfologické adaptace, které davaji spermiim selekéni vyhodu a zvysuji tak
uspésnost jedince ptfi oplozeni. Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda je
individudlni morfologicka variabilita spermii detekovatelna na urovni proteomu a ptipadné

urcit, jaké zmény na Grovni proteomu probihaji ve spermiich s ménici se morfologii.

Pro tento vyzkum byly vybrany tfi druhy mySovitych hlodavcd, Mus musculus,
Apodemus flavicollis a Microtus arvalis, u nichz bylo provedeno dikladné morfometrické
méfeni spermii. Vzhledem k tomu, Zze byla nejvétsi variabilita detekovana v rozmeérech
apikdlniho hacku, byly analyzovany pouze akrozomdlni proteiny pomoci hmotnostni
spektrometrie, a nasledn¢ byly pomoci diskriminacni analyzy a metod strojového uceni

uréeny proteiny, které nejvice odliSuji spermie s dlouhym a kratkym apikalnim hackem.

Signifikantni trend mezi proteiny odliSujici spermie s kratkym a dlouhym apikalnim
hackem, bez ohledu na druh, byl identifikovdan u proteind ucastnicich se pfevazné
metabolismu sacharidi a vyroby energie. Jednd se mimo jiné o proteiny FBP1, PGAM?2,
SORD a PPPICC. Mezi jednotlivymi druhy nebyly nalezeny Zadné vyznamné rozdily
ve funkci nejvice diskriminujicich proteinti. Je patrné, Ze rozdily nalézdme spiSe mezi
spermiemi s dlouhym a kratkym apikdlnim hackem, a Ze trend mezi témito proteiny je
u vSech zkoumanych druhti stejny. Ze ziskanych dat je mozné usuzovat, Ze spermie s delSim

apikalnim hackem maji vice metabolickych proteint v prib&hu spermatogeneze.

Kli¢ova slova: spermie, morfologie spermii, kompetice spermii, akrozom



Abstract

We can find a whole range of morphological differences between the spermatozoa of
different animal species, whether at the level of shape, size or intracellular arrangement. It
has been proven that these differences are likely to be driven by selective pressure caused
by sperm competition. This can cause morphological adaptations that give sperm a selective
advantage and increase the individual's success in fertilization. The main goal of my diploma
thesis was to determine whether individual morphological variability of spermatozoa is
detectable at the proteome level and possibly to determine what changes at the proteome

level occur in spermatozoa with changing morphology.

Three species of rodents, Mus musculus, Apodemus flavicollis and Microtus arvalis,
were selected for this study, and a thorough morphometric measurement of their sperm was
performed. Because the greatest variation was detected in the dimensions of the apical hook,
only acrosomal proteins were analyzed by mass spectrometry, and then the proteins that
distinguished the most sperm with long and short apical hooks were determined by

discriminant analysis and machine learning methods.

A significant trend among sperm-separating proteins with short and long apical
hooks, regardless of species, has been identified for proteins involved predominantly in
sugar metabolism and energy production. These include the FBP1, PGAM2, SORD and
PPPICC proteins. No significant differences in the function of the most discriminating
proteins were found between species. Main differences was found between sperm with long
and short apical hooks, and the trend between these proteins is the same for all species we
have studied. It can be concluded that sperm with a longer apical hook have more metabolic

proteins generated during spermatogenesis.

Key words: sperm, sperm morphology, sperm competition, acrosome
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1. Uvod

Spermie riznych druhti Zivoc¢icht se ¢asto velmi vyznamné morfologicky lisi, ackoli
vznikaji stejnym procesem spermatogeneze, ktery se zda byt velmi konzervovany. Mezi
témito druhy nachazime celou Skalu morfologii, zahrnujici spermie bez biciku, ¢i s jednim
nebo nékolika biciky, spermie s kulatou hlavickou, ¢i falciformni spermie s jednim az
nékolika hacky na své apikdlni strané. Z tady vyzkumil vyplyva, ze tyto morfologické
rozlisSnosti by mohly byt zptisobeny selekénim tlakem zptsobenym promiskuitnim pafenim
téchto druhii, a tim vznikajici kompetici spermii. Kompetice spermii je fenomén, ktery je
znam teprve od sedmdesatych let minulého stoleti, kdy byla G. Parkerem vyslovena zasadni
teorie o kompetici spermii u hmyzu (Parker 1970). Kompetice spermii se vyskytuje
v prostiedi s pfili§ mnoha samci, kde dochdzi ke sniZovani jejich reprodukéni fitness.
Morfologickd odlisnost tedy pravdépodobné vznika jako evolu¢ni adaptace na soupeteni
spermii o ziskdni moznosti oplodnit oocyt. Tyto adaptace se li§i v zdvislosti na mife
promiskuity jedince, na zptsobu jeho Zivota a zpisobu oplozeni. Nékteré adaptace zpiisobuji
zrychleni plavani spermii, jiné se podili na prodlouzeni zivotnosti spermii v reprodukénim
traktu samice, nebo mohou napomahat eliminaci spermii konkurenc¢nich samcti. Z nékterych
vyzkumt vypliva, Ze u spermii riizn€ promiskuitnich druhii stejného rodu byly nalezeny

vyznamné rozdily i1 v proteomu spermii. Tato oblast vSak jesté neni dobie prozkoumana.



2. Literarni prehled

2.1. Obecna morfologie spermii

Spermie savcil vznikaji procesem spermiogeneze, kdy se z kulaté spermatidy stava
morfologicky naprosto odlisnd, vysoce specializovana butnika schopna pohybu. Jejich cilem
je zprosttedkovat pienos paterndlni genetické informace do vajicka v pribéhu fertilizace

(Bonilla a Xu 2008).

Obecné schéma struktury spermie :l— End piece
biciku
Axonema
Akrozom Plazmatickd  Jadro Mitochondrie
membrana

L [ ||_|__|| | I 1 | I
Hlavicka Kréek Midpiece Principal
bi¢iku piece biciku

Obr. 1.: Schematicky ndkres struktury spermie (Vytvofeno pomoci Sabolony
v BioRender.com, (2021) Autor: Drozdova, T.)

Spermie se z morfologického hlediska déli na tfi ¢asti, a to na hlavicku, kréek a bicik.
Hlavicku spermie tvoii kondenzované jadro obsahujici DNA nabalenou na protaminy.
Spojenim sekre¢nich vacki z Golgiho komplexu vznika akrozom, cozZ je vacek obsahujici
lytické enzymy, pokryvajici apikalni stranu hlavi¢ky spermie (Lehti a Sironen 2017). Kréek
zajist'uje spravné napojeni hlavicky a bic¢iku. Ten je k hlavic¢ce piipojen ptes bazalni télisko

tvofené dvéma centriolami, odkud vybihé zakladni komponenta bi¢iku — axonema.

Axonema se sklada z deviti vnéjSich mikrotubularnich dubletl uspotadanych do kruhu
a z centralniho dubletu slozeného ze dvou singletovych mikrotubult (struktura 9 + 2). Tato
struktura se zda byt mezi savci vysoce konzervovana a v jeji morfologii Ize pozorovat nizkou
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miru variability, oproti ostatnim strukturam bi¢iku (Gu et al. 2019). Mikrotubularni dublety
jsou napojeny na radialni paprsky a na dyneinova ramena, které zajist'uji mechaniku pohybu
spermie. Radidlni paprsky propojuji vnéj$i mikrotubularni dublety s centralnim, zatimco
dyneinovd ramena slouzi k vzajemnému posouvani vnéjSich dubleti podél spermie

a zajist'uji charakteristicky pohyb bi¢iku (Sironen 2009).

U bic¢iku spermie miizeme rozlisit tii ¢asti, a to stfedni — midpiece, hlavni — principal
piece, a koncovou — end piece. Tyto ¢asti se lisi piitomnosti riznych sekundarnich struktur
bi¢iku. V midpiece bic¢iku se kolem axonémy nachazi devét vnéjsSich hustych vlaken (ODF),
ktera zajist'uji jeho tuhost. Kolem ODF se rozprostird mitochondrialni plast’ (MS) obsahujici

mitochondrie (Sironen 2009).

V hlavni ¢asti biciku jsou dvé ODF nahrazend dvémi podélnymi sloupci vldknitého
plasté (FS), které jsou propojeny transversalnimi vybézky. Struktura, ve které se vlaknity
plast’ napojuje na midpiece se nazyva prstenec (annulus), ktery je tvofeny komplexem
septinti. Koncova c¢ast bi¢iku je tvofena pouze axonemou obalenou plazmatickou

membranou (Lehti a Sironen 2017).

Plazmaticia

Akrozom membrana (PM)

Vnéjst par
mikrotubul
axonemy

adro Vnéjsi husta vidkna {ODF}

Axonema Al o v
Kréek Radidlni vybéiky
Vhitini a vnéj§i
dyneinova
ramena

Mitachendriaini
plast (MS)

' : Centralni par
; ' mikrotubull
+End piece,

Annulus

Principal Piece

Viaknity plast (FS) ¢
Transverzilni W
vybeziky

Obr. 2.: Schematicky nakres struktury ptficného fezu v jednotlivych ¢astech biciku
spermie (Vytvoreno v BioRender.com (2021) Autor: Drozdova, T.)



2.2. Morfologicka diverzita spermii

Ackoli je proces spermatogeneze velmi konzervovany a vykazuje vysokou miru
podobnosti napfi¢ nejriiznéjsim zivofichim, mizeme mezi spermiemi pozorovat velké
rozdily v morfologii. Tyto rozdily pozorujeme jak mezi spermiemi raznych tfid Zivocichd,
tak 1 v rdmci téchto tfid mezi jednotlivymi druhy a nachazime je jak v primarnich
a sekundérnich strukturach spermie, tak i ve velikosti, tvaru a poctu spermii. (Bonilla a Xu

2008).
2.2.1. Evolu¢ni pri¢iny morfologické diverzity spermii

Morfologickd diverzita spermii mezi riznymi druhy vznikla nejspiSe jako funkéni
adaptace, kterd se vyvinula za ucelem optimalizace uspéSnosti oplozeni (Prakash et al. 2014).
Diive byl sexudlni vybér povazovan za pfimou soutéz o dostupnost samice a sexualni selekce
se m¢la tykat vyhradné ziskavani partnerti. Pozdéji bylo zjisténo, ze samci, spiSe nez
o0 samice, soupeti o oplodnéni vajicka, a Ze samice mohou prostfednictvim urcitych procesit

ovlivnit vysledek soutéze spermii o oplozeni (Birkhead 2010).

Vzhledem k tomu, ze spermie musi byt schopna projit reprodukénim traktem samice
a oplodnit vajicko, lze ocekavat, ze je morfologie ovlivnénd prosttedim a anatomii
reprodukéniho traktu samice (Gomendio a Roldan 1993). Podle n&kterych studii miize byt
délka spermii ovlivnéna délkou spermatéky, coz je prostor v reprodukénim organu samic
pro uloZeni spermii (Briskie a Montgomerie 1992; Humphries et al. 2008). Samice se béhem
sveho reprodukéniho obdobi pafi s vice samci, uchovavaji si jejich spermie ve svych
reprodukénich organech a nasledné mohou plodit potomky riznych samct. Tento selekéni
tlak by mohl byt pfi¢inou rozmanitosti v sam¢ich a samicich genitaliich, morfologii gamet

a samotného rozmnozovani (Birkhead 2010).

2.2.1.1. Kompetice spermii
Kompetice spermii je vyznamnym faktorem ovliviiujicim jejich morfologii, a to jak na
urovni jedince, tak i na irovni druhu (Prakash et al. 2014). Samice vétSiny druhii obratloveil
investuji do reprodukce vice energie, nez samci, a tak dochdzi k vyvoji optimaliza¢nich
strategii, jako je pravé promiskuita samic (Griffith et al. 2002; Vieites et al. 2004). Pareni
s vice samci je pro samice vyhodné zejména z hlediska zvySeni genetické variability

potomki a zvySeni pravdépodobnosti genetické kompatibility gamet (Bryja et al. 2008).



Kompetice spermii byla v roce 1970 identifikovdna jako dostatecny selekéni tlak
v postkopula¢nim sexualnim vybéru, ke kterému dochazi v ptipadé, kdy se samice paii s vice
nez jednim samcem v kazdém rozmnozovacim cyklu a spermie konkuren¢nich samct
soutézi o oplodnéni vajicek (Parker 1970). Tento selek¢ni tlak vede k adaptacim, které bud’
zvySuji konkurenceschopnost spermii, nebo eliminuji spermie soupeticiho jedince (Prakash

et al. 2014).

Mechanismy kompetice spermii se velmi li$i v zavislosti na mnoha faktorech, mezi
které fadime miru kompetice spermii, prostorova omezeni samicich reprodukcénich organt
a vliv samic na vyuziti spermatu (Parker a Pizzari 2010). Je pravdépodobné, ze samci maji
uréitou mozaiku raznych strategii, které vyuzivaji v zavislosti na ptirodnich podminkach

a charakteristikach populace (Dean et al. 2006).

Podle nékterych studii jsou urcité morfologické znaky dobfe korelované s mirou
promiskuity dané¢ho druhu. Jedna se predev§im o relativni velikost varlat (Short 1979),
morfologii spermii (Moore et al. 2002; Kleven et al. 2008), nebo velikost semennych vackl
a prostaty (Ramm et al. 2005). Signifikantni vztah mezi kompetici spermii a relativni
velikosti varlat byl identifikovan u né€kolika taxont, vcetné ryb, Zab, ptakil a savcil vetné
primatd (Prakash et al. 2014). Relativni hmotnost varlat vyznamné koreluje 1 s rychlosti
plavani spermii (Tourmente et al. 2011; Liipold et al. 2020). Divodem pro zvySeni relativni
velikosti varlat, a tim paddem i1 produkce spermii, je to, Ze se zvySujicim se poctem
vyprodukovanych spermii roste konkurenceschopnost samcli (Tourmente et al. 2011).
Existuje 1 jasnd pozitivni korelace mezi hmotnosti varlat a télesnou hmotnosti (Breed

a Taylor 2000).

2.2.2. Adaptace spermii na selek¢ni tlaky

Kompetice spermii hrala dilezitou roli ve vyvoji designu spermii savcl. Design
a funkénost spermii je mezi Zivocichy velmi podobny, ackoli zde nachdzime rozdily
zpiisobené adaptaci na podminky prostredi, ve kterém se spermie pohybuji a oplodiuji

vajicko, a riznou miru promiskuity jedincti.



2.2.2.1. Investice do ejakulatu

Teorie kompetice spermii piredpovida, ze samci by méli ejakulaty ptrizptisobovat podle
svého socialniho postaveni, protoze u druht s hierarchickym socidlnim systémem maji
dominantni muzi obvykle konkuren¢ni vyhodu. Tato teorie fika, Ze u druhd, u nichz mohou
slozky ejakulatu vyznamné ovlivnit plodnost, mohou samci ve znevyhodnéné roli ziskat
vétsi vyhodu zvySenim produkce proteinii semenné tekutiny, coz bylo potvrzeno jak
u laboratornich mysi, tak i u nornika rudého, Clethrionomys glareolus (Bayram et al. 2020).
Ejakulat pfedstavuje samotné spermie, ale také komplexni smés bilkovin, peptidii a dalSich
slozek prendSenych do samic spolecné se spermatem, které mohou rizné modifikovat
prostfedi v reprodukénim organu samice a vytvaret kopulacni zatku, ktera blokuje sperma
soupeticich samct (Bayram et al. 2020; Parker 2020; Ramm 2020). Submisivni samci tedy
mohou kompenzovat nizsi celkové investice do ejakuldtu zvySenim koncentrace proteinii
v jejich semindlni tekutiné spojenou s tvorbou kopulacni zatky. Post-kopulaéni sexualni
vybér zplsobeny vicendsobnym pafenim tak upfednostituje ejakulaty, které jsou
konkurenceschopnéjsi. Existuji dikazy o tom, Ze se velikost ejakulatu zvysila po tom, co byl
samec v prib&hu experimentu vystaven konkurenc¢nimu samci (Kelly a Jennions 2011).
Dominantni samci celkové investuji vice do ejakulatu, maji vétsi semenné vacky a ejakulat
bohatsi na spermie a vyznamné nizsi sekreci proteinli neZ submisivni samci. Ti zas naopak
vykazuji sniZzenou investici do ejakulati s niz§im poctem spermii a menSimi semennymi
vacky, ale s produkci mnohem vice bilkovin semennych tekutin. Je tedy patrné, Ze produkce
spermii 1 sloZeni bilkovin nalezenych v sekretu semennych vacka se muize liSit podle

socialniho statutu (Bayram et al. 2020).

2.2.2.2. Morfologické adaptace

Morfologicka variabilita mezi spermiemi vznikla pod vlivem evolu¢niho procesu
zpusobeného kompetici spermii. Dusledkem tohoto evolu¢niho procesu je, ze se spermie
vetsiny druhti Zivo€ichlt mirné€ odliSuji od obecného schématu popsaného v kapitolach vyse.
U nékterych druhii Zivocicht dospél ale do takového extrému, Ze prakticky doslo ke ztraté
funk¢nosti celého systému. Prikladem mohou byt spermie octomilky obecné (Drosophila
melanogaster), které maji extrémné dlouhy bicik, jehoz délka dosahuje az 58 mm, cozZ je az
dvacetinasobek délky celé mouchy. Produkce takto velkych spermii je velmi energeticky

naroc¢na, a proto jich produkuji jen malé mnozstvi (Pitnick et al. 1995).



Obecné maji delsi spermie druhy s vyssi hladinou EPC (angl. extra-pair copulation)
nez druhy s niz§i hladinou EPC, a zéroveil se u druhti s vyssi hladinou EPC vyskytuje nizsi
variabilita v délkéach biciku, nez u druhti s nizsi hladinou EPC (Gage 1994; Hartke a Baer
2011; Tourmente et al. 2011). Delsi spermie jsou totiz schopny plavat rychleji a zaroven 1épe
vypliuji prostor ve spermatéce, ¢imz zabrani pfistupu spermii jinych samct a stavaji se tak

konkurenceschopnéjsi (Briskie a Montgomerie 1992).

Spermie s delSim stfednim dilem biciku také plavou rychleji, protoze délka stiedniho
dilu koreluje s mnozstvim vyprodukované energie, a tim i vyssi motilitou spermii (Steinberg
et al. 2019). Pocet mitochondrii pozitivn¢ koreluje s obsahem ATP a rychlosti plavani
spermii, protoze mitochondrie jsou zdrojem ATP a poskytuji tak energii pro cytoskeletalni
motory, které zprostfedkovavaji pohyb bi¢iku. U savcl jsou mitochondrie uspofadané do
Sroubovice (tomuto uspofadani se fiké ,,gyry*) a jejich pocet se mezi jednotlivymi druhy lisi.
Naptiklad u ¢lovéka nalézame jen 10 - 12 gyra, naproti tomu u mysi jich je 97 a u potkana
az 350 (Gu et al. 2019). Velmi malé mnozstvi mitochondrii maji ve svém midpiece bic¢iku
napiiklad mlzi z ¢eledi slavkoviti (Mytilidae), a to jen 4 - 5 mitochondrii (Drozdov a Reunov
1997). Stejné tak vétSina druhGt ryb ma stfedni cast biciku obklopenou jen
2 - 9 mitochondriemi (Cosson 2019). U pévct mitochondrie fuzuji a tvoti jediné dlouhé,
spirdlovité vlakno, které se obtaci kolem axonémy ve stfedni €asti biciku. Toto vlakno

nazyvame mitochondridlni helix (Aire 2014).

U vétSiny druhii ryb nenachazime Zadné sekundarni struktury obklopujici axonemu
(Cosson 2019), které mimo jiné také slouzi jako dal§i zdroj energie pro spermii diky
proteinim Ucastnicich se glykolyzy, nachazejicich se v hlavni ¢asti bic¢iku ve strukture
vlaknitého plasté¢ (Gu et al. 2019). Jak jiz bylo feceno, struktura axonémy je znacné
konzervovand, ackoli naptiklad paprskoploutvé ryby z tadd tarponi (Elopiformes)
a holobfisi (Anguilliformes) nemaji v biciku centralni mikrotubuly (Islam a Akhter 2011).
Centralni par mikrotubulii nenalézdme napftiklad ani v misté€ napojeni axonemy na centrioly

v kr¢ku u spermii klokanka pizmového, Hypsiprymnodon moschatus (Lloyd et al. 2002).

Spermie se krom¢ délky a struktury bi¢iku mohou li§it mnozstvim bi¢ikl, ptipadné
jejich Uplnou absenci. Naptiklad u spermii termiti z ¢eledi Rhinotermitidae a Termitidae
nachézime sféroidni spermie bez bi¢iku (Hartke a Baer 2011). Upln& nepohyblivé spermie
byly nalezeny u vSekaze nevadského (Zootermopsis nevadensis) a vSekaze Zlutého
(Kalotermes flavicollis). U téchto termitti doslo vzhledem k nizké promiskuité ke ztraté fady

reprodukénich znakil, jako jsou pravé bicCikaté spermie nebo samcéi pohlavni Zzlazy
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produkujici seminalni tekutinu (Hartke a Baer 2011). Naopak u spermii Darwinovych
termitl (Mastotermes darwiniensis), coz je nejprimitivnéjsi existujici druh termitii zijicich
pouze v severni Australii, mizeme pozorovat stovky bicikt. I pfes vysoky pocet biciku jsou
tyto spermie jen malo pohyblivé, protoze jejich axonémy nemaji centralni mikrotubuly
(Bacetti a Dallai 1977). Dalsi zvlastnosti téchto spermii je, Ze nenesou akrozom, stejné jako
vétsSina druhd ryb (Bacetti a Dallai 1977; Cosson 2019). Naopak u spermii klokdnka
pizmového (Hypsiprymnodon moschatus) pokryva akrozomalni vacek téméir 100 %
dorzélniho jaderného povrchu (Lloyd et al. 2002). U ¢loveéka pokryva akrozom jen 40 — 70 %
povrchu hlavicky (Sunanda et al. 2018).

Lepsi pohyblivost umoznuje spermiim i protahld hlavicka, kterd snizuje odpor pfi
plavani. Spermie tak mé lepsi hydrodynamické vlastnosti, coz vede ke snizeni potiebné
energie a zvySeni rychlosti plavani. Tim se zvySuje pravdépodobnost, Ze uspésné oplodni
vajicko (Prakash et al. 2014). Presto napfiiklad spermie africké zaby otylky kapské
(Breviceps gibbosus) z ¢eledi otylkoviti (Brevicipitidae) maji velmi dlouhé hlavicky spermi,
jejichz délka dosahuje az 20 pm, nevykazuji téméf Zadnou motilitu a jejich schopnost

plavani je velmi omezend (Qin et al. 2008).

S rostouci kompetici nejspiSe dochéazi ke zvysSeni velikosti vSech slozek spermie,
protoze vSechny jeji Casti jsou funkcéné dualezité pro rychlost pohybu a mohou pfispivat
k jejimu zvySeni. Velmi vSak zaleZi na konkrétnim druhu a prostiedi. V nékterych piipadech
mohou mit mensi spermie konkuren¢ni vyhodu. Napiiklad samice netopyri v sobé spermie
uchovavaji béhem hibernace, tudiz konkurenceschopnost spermii se zvySuje s mozZnosti
preziti po dobu n€kolika mésicii uvnitt reprodukcéniho traktu samice a rychlost spermii

nehraje v konkurenci tak vyznamnou roli (Tourmente et al. 2011; Liipold et al. 2020).



2.3.Hlodavci

2.3.1. Morfologie spermii hlodavci

Morfologie spermii hlodavct je velmi rozmanita. Na spermii hlodavct rozliSujeme
dvé hlavni ¢asti: hlavicku a bicik. Hlavicka se sklada z jadra obsahujiciho haploidni sadu
chromozomti a nad nim se nachazi akrozom, ktery ma dvé funkéni slozky, a to hlavni
segment a ekvatoridlni segment. Hlavni segment obsahuje protedzy, mitochondrialni
a lysozomdlni proteiny (Macic¢kova 2021), které se uvolnuji pfi akrozomalni reakci
a usnadnuji prichod spermie skrz zona pellucida. Ekvatoridlni segment stabilizuje
plazmatickou membranu pro fizi s oolemou. Mezi akrozomem a jadrem je subakrozomalni
cytoskeletalni material, ktery vaze akrozomadlni vacek k jadernému povrchu. Bicik je
standardné tvotfen pohyblivou axonemou (struktura 9 + 2) a d¢€li se na tfi ¢asti blize popsané
v kapitole obecnd morfologie spermii (Breed 2004). Urcitou miru diverzity mizeme

pozorovat jak mezi jednotlivymi podiady, tak i mezi druhy v rdmci jednoho podiéadu.

2.3.1.1. Podiad MySovci (Myomorpha) — ¢eled” mySoviti (Muridae)
Hlodavci z podceledi Murinae (pravé mysi) maji velmi specifickou morfologii spermii
a muzeme zde pozorovat vysokou mezidruhovou variabilitu ve vSech slozkach spermatu.
U vétsiny druhti pozorujeme bilateralné zplostélou, falciformni hlavicku spermii se slozitou
strukturni organizaci a s jedinym apikalnim hackem rtizné délky a orientace, ktery pokryva
asymetricky akrozom. Tyto spermie maji také relativné dlouhé biciky, které jsou ptipojeny

ke spodni stran¢ hlavicky (Breed 2004).

Jadro spermii vSech placentalnich savct je obklopené perinuklearni thekou (PT), coz
je hlavni cytoskeletalni prvek hlavy spermii, ktery tvofi hustou vrstvu cytosolického
materidlu zapouzdiujiciho jadro. Tato cytosolicka proteinova kapsle se skldda ze dvou
funkéné odlisSnych casti — subakrozomalni vrstvy (SAL, angl. subacrosomal layer)
a postakrozomalniho obalu (PAS, angl. postacrosomal steath). Proteiny subakrozomalni
vrstvy se nachdzeji na apikdlni strané hlavicky mezi vnitini akrozomalni membranou
a jadernou membranou. Vn¢ akrozomu, v oblasti ekvatoridlniho segmentu, je perinuklearni
théka obklopend vnéjSi akrozomalni membranou a plasmatickou membranou v oblasti
oznacené¢ jako vné&j$i periakrozomalni vrstva (OPL, angl. outer periacrosomal layer).
V misté, kde se jiz nenachdzi akrozom, oddéluje oblast mezi plasmalemou a jedernym

obalem periakrozomalni segment. U falciformnich spermii je popsana jesSt¢ tfeti oblast



perinukledrni theky, perforatorium. Perforatorium je oblast, kterd ptesahuje jaderny vrchol
a vytvaii charakteristicky hacek u vétSiny spermii celedi mySoviti (Muridae). Bicik se vyviji
z jedné ze dvou centriol, které se nachazeji na posteriornim polu jadra (Protopapas et al.

2019).

Perinuclear Theca (PT) Obr. 3.: Struktura falciformni hlavicky
I. sat Oreas @ Perfnraloriurr: @ nNucleus Acrosome hlodavcu s pfiényml fezy
(PM- plazmatickd membrana;
OAM - vngjsi akrozomalni membrana;
IAM - vnitini akrozomalni membrana;
ES — ekvatoridlni segment; N — jadro;
AX — axonema; M — mitochondrie;
A — akrozom; HCS — ventrally displaced
head cap segment; VS - ventralni vyb&zek;
OPL — vn¢jsi periakrozomalni vrstva;
PT — perinuklearni théka;
SAL - subakrozomalni vrstva;
PAS — postakrozomalni obal)
(Protopapas et al., 2019)

Nékteré druhy australskych hlodavci ¢eledi Muridae maji hlavicku spermie vykazujici
vysS§i stupen slozitosti, n¢zZ eurasijské druhy. Jednd se napiiklad o nadrody Conilurine,
Uromyine a Hydromyine z podceledi Murinae, nebo o rody guinejskych hlodavct
Pogonomys, Chiruromys a Mallomys patiici do nadrodu Anisomyine. U téchto kmeni
pfipomind ultrastrukturdlni organizace apikalniho hacku falciformni spermii laboratornich
potkant, s tim rozdilem, ze u téchto druhti nalézame dva hiebeny subakrozomalniho
materidlu podél horniho okraje jadra, tzv. ventralni vybézky (VP, angl. ventral processes).
Ty vybihaji z horniho konkavniho povrchu hlavicky a jejich prifez byva na bazi kulaty nebo
ovalny a postupné se oboustranné zplostuje smérem k apikalnimu konci. Tyto VP jsou
bohaté na F-aktin, avSak jeho funkce se 1i$i od funkce F-aktinu pfitomného ve spermiich
jinych druhii, kde ma funkci stabilizace akrozomu a formovani jadra. Predpoklada se,
ze napomahaji zvétSeni penetracni §térbiny v zona pellucida a pravdépodobné usnadiiuji
prichod spermie do vajicka (Breed 1983). Jejich délka se pohybuje mezi 1,5 — 6,0 um
v zavislosti na druhu (Breed 2004) a je vétSinou podobna jako délka apikdlniho hacku.
Nekteré druhy vSak vibec tyto VP nemaji. U nékterych druhlt mizeme nalézt ventralni

vybézek, ktery se nachézi nad kr€kem spermie (Breed 1983).
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Obr. 4.: Spermie z kauda epididymis
australskych hlodavct (AH — apikalni
hacek; VP — ventral processes;
VS —ventral spike); 1 - krysa Tunneyova
(Rattus tunneyi); nadrod Conilurine
(2 - myska tmava (Mastacomys fuscus);
3 - klokanomy$ Mitchellova (Notomys
mitchelli)); nadrod Uromyine (4 - krysa
pestroocasd (Uromys caudimaculatus);

5 - krysa Supinoocasa (Melomys
cervinipes));  nadrod  Hydromyine
(6 - myS bobii (Hydromys

chrysogaster))(Breed, 1983)

V Eurasii bylo definovano pét hlavnich fylogenetickych linii hlodavcil
charakterizovatelnych rody z podceledi Murinae, a to fylogeneticka linie jihovychodni Asie
(sem patfi napt. krysa - rod Rattus, ¢i bandikota (Bandicota) a fylogenetické linie
charakterizovtelné rody myska (Micromys), myS (Mus), mySice (Apodemus) a Millardia).
Vétsina druht ve vSech fylogenetickych liniich, kromé Micromys, maji hlavicku spermii
vybihajici v apikdlni hac¢ek. Ten mé bez ohledu na délku nebo orientaci vzdy komplexni
ultrastrukturdlni organizaci, kterd zahrnuje perforatorium, jaderny vybézek a asymetricky

akrozom (Breed 2004).

Dosud nebylo prokézano, Ze by se u nékterych z prozkoumanych eurasijskych druhti
vyskytovala tak slozitd morfologie hlavicky spermie, jako u druhl australskych. Je vSak
ziejmé, ze 1 zde jsou mezi jednotlivymi druhy zna¢né rozdily v morfologii hlavicky, velikosti
¢1 ptitomnosti apikdlniho hacku a symetrii akrozomu. Nékteré druhy viibec nenesou apikalni
hacek a maji symetricky akrozom. Tvar hlavi¢ky spermie vétSiny druhi je hakovity, ovSem
spermie jedinci z rodu Bandicota maji kulovité hlavicky. Oboustranné zplostélé
a lopatkovité tvary hlavicek spermii bez apikalniho hacku muiZeme pozorovat u rodi
Tokudaia a Micromys. Jejich jadro se apikalné€ zuzuje a je na ném velky symetricky akrozom
s jasn€ patrnym ekvatoridlnim segmentem. Tyto rozdily v ultrastruktufe hlavicky
jednotlivych druhtt mohou naznacovat rozdilnost v interakci spermie a vajicka v pribéhu

fertilizace (Breed 2004).

Spermie fylogenetické linie charakterizované rodem Millardia maji kratky a Siroky
apikalni hacek, ktery je dlouhy asi 2 um, oproti linii Apodemus, jehoz apikalni hacek byva
dlouhy, tenky, koncici v blizkosti kr¢ku a v pribéhu zrani spermie se odklani od zbytku

hlavicky (Moore et al. 2002). Ta je bilateralné zplostéla a bicik je ptipojen k dolni konkavni
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plose hlavicky. Na povrchu hlavicky pted pfipojenim bic¢iku se nachazi ventralni vybézek
tvofeny cytoskeletalnim materidlem. Apikalni hd¢ek ma v prifezu trojuhelnikovy tvar,
pficemz jaderny material se po vétSinu své délky vyskytuje centralné. Je obklopen

cytoskeletalnim materidlem a zakon¢en akrozomem (Watts a Baverstock 1995).

Murinae v jihovychodni Asii (Ratfus) maji jeden apikalni hacek. Jejich hlavicka je
bilateralné zplostela s dlouhym apikdlnim hackem a asymetrickym akrozomem, ktery
pokryva horni oblast jadra. Cytoskelet, ktery se vyskytuje mezi akrozomem a jadrem
presahuje Spicku jadra ve forme perforatoria a tvoii typicky hacek. Posteriorni oblast jadra
je pokryta postakrozomalnim obalem, pficemz na spodnim ventralnim povrchu se naléza

ventralni vybézek tvotreny cytoskeletdlnim materidlem (Breed 2004).

Nejvétsi mezidruhové rozdily se vyskytuji u rodu Bandicota. U bandikoty mensi
(B. bengalensis) je tvar hlavy spermii typicky falciformni, jako u vétSiny ostatnich druhti
jihovychodni Asie. Naproti tomu u druhd bandikoty indické (B. indica) a bandikoty
Savileovi (B. savilei), se vSechny ¢asti hlavicky spermii (jadro, akrozom, subakrosomalni
prostor), stejné jako délka biciku a organizace vnéjsi hustych vldken, vyrazné lisi od casti
bandikoty mensi. Bandikota indicka a bandikota Savileova maji velky akrozom, u kterého
neni patrny ekvatorialni segment. Pfitomnost velkého akrozomu a neptitomnost ekvatorialni
segmentu naznacuje, Ze v dob¢ vazby a penetrace spermii je patrn€ z akrozomu uvoliilovano

vice enzyml, a Ze misto vazby spermie k vajicku se miize 1iSit od mista vazby ostatnich

hlodavcii, coz poukazuje na odliSnost v procesu oplodnéni (Gadi a Sharma 1983).

.i‘ ?

Obr. 5.: A, B - Hlavicka spermie mysky drobné, Micromys minutus (Breed, 2004),
C - Hlavicka spermie krysy Millardia meltada (Breed, 2004), D — Hlavicka spermie mySice
lesni, Apodemus flavicollis (Drozdova T.), E - Hlavicka spermie bandikoty mensi,
B. bengalensis vs. F - bandikoty indické, B. indica (Breed, 2004), G — Hlavicka spermie
hrabose polniho, Microtus arvalis (Drozdova T.), H — hlavicka spermie mysi domaci, Mus
musculus musculus (Drozdova T.)
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Naopak fylogeneticka linie charakterizované rodem mysi (Mus) ma strukturné velmi
podobnou hlavicku spermie, jako laboratorni potkan (Rattus norvegicus). Oba druhy maji
spermie zahnuté do tvaru haku, jen hlavicka spermii krys je delsi a uzsi nez hlavicka spermie

mysi, a ma také tenci a delsi apikalni hacek (Breed 1983).

Stejné tak mizeme mezi druhy pozorovat velké rozdily v délkach biciku, velikosti
a tvaru vnéjSich hustych vldken a v ultrastruktufe spermie. Vétsina druhti véetné bandikoty
mensi (Bandicota bengalensis) a krys Leopoldamys, Maxomys, a Niviventer maji bicik
dlouhy okolo 105 — 170 pm a midpiece dlouhy 32 — 65 um. Oproti tomu B. savilei a B. indica
maji bi¢ik dlouhy jen 50 — 58 um a midpiece jen 12 — 15 pum. MySice (Apodemus) maji bic¢ik
dlouhy 115 — 120 um a midpiece méti okolo 25 pm. VSechny tyto druhy maji velka vnéjsi
husta vldkna (ODFs). Mensi ODFs v priméru nachdzime u spermii rodi Micromys
a Millardia. U Micromys se délka biciku pohybuje okolo 59 pm a délka midpiece 12 pm.
Millardia ma bicik dlouhy pfiblizné 87 pm a midpiece méfi cca 17 um (Breed 2004).

2.3.2. Vyznam apikalniho hacku spermii hlodavci

Kompetice spermii vedla k velké fad¢ evolu¢nich adaptaci, které byly z ¢asti popsany
v piedchozich kapitolach. U nékterych hlodavci patficich do celedi Muridae se mohou
vyskytovat jesté¢ dalsi specifické adaptace. Post-kopulaéni vybér ma vyznamny vliv na
konstrukei hlavi¢ky spermii. Hlavicky spermii mnoha téchto druhti nesou jedno nebo vice
apikalnich prodlouZeni, kterym se fika ,,haCky*. Apikalni hacek obsahuje akrozomalni
proteiny a muze obsahovat prodlouzeni bunéného jadra. Tyto hacky maji riznou délku

a sviraji s hlavickou spermie rtizny tthel (Immler et al. 2007).

Obr. 6.: Variabilita designu apikalniho hacku mezi deviti druhy mysovitych hlodavct:
1 - Krysa (Bunomys fratrorum), 2 - MyS domaci (Mus musculus), 3 - Potkan (Rattus
norvegicus), 4 - Krysa africkd (Dasymys incomtus), S - Myska hastingskéd (Pseudomys
oralis), 6 - Krysa Cervend (Maxomys surifer), 7 - Krysa (Melomys burtoni), 8 - MySice
kfovinna (Adpodemus sylvaticus), 9 - Mysice vychodni (Apodemus speciosus). (Immler et
al. 2007)
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Napftiklad uhel mezi hlavni osou hlavy spermii a nejvice rostralnim bodem héacku
(viz obr. 7A) urcujici miru asymetrie hlavy je negativné¢ korelovan s kompetici spermii.
Jinymi slovy, se zvySujici se kompetici spermii se uhel odklonu apikalniho hacku snizuje
a hacek je vice zatazen smérem k hlavicce spermie (Immler et al. 2007; Varea-Sanchez et
al. 2016). Se zvySujici se promiskuitou dochazi i k tomu, ze se délka hac¢ku prodluzuje, hacek
(Immler et al. 2007, Sandera et al. 2011; 2013; Varea-Sanchez et al. 2016). Délka hacku se
u jednotlivych druhi neméni v priibéhu jednotlivych fazi vyvoje spermie (Sandera et al.
2011), mize se vSak ménit jejich zaktiveni (Immler et al. 2007).

Dale byla nalezena silna kovariance mezi rozméry hacku a jeho tvarem, a mezi tvarem
a rychlosti plavani spermii, kdy spermie s delSim hackem dokézi plavat rychleji. Spermie

mySovitych hlodavet totiz vykazuji zvlastni ,,sekerovity* pohyb (viz obr. 7B). Navic prifezy

téchto hackl maji trojuhelnikovy tvar se zaostrenymi hranami, ktery je vyhodny pro tento

Obr. 7.: A) Vyznaceni thlu vykazujiciho jasny vztah s urovni kompetice spermii
B ) Sekerovity pohyb spermii hlodavci (Vytvoteno v BioRender.com (2021)
Autor: Bc. Tereza Drozdova)

Apikalni ha¢ek mtize slouzit i k tvorbé tzv. ,,vlackua®, kdy se spermie pomoci hacku
pfipoji k jinym spermiim. Diky témto shluklim, které mohou tvofit jednotky, stovky az
nekolik tisic bunék, mohou spermie urcitych druhii hlodavct plavat vyrazné rychleji, nez
jednotlivé spermie (Moore et al. 2002). To bylo pozorovano piedev§im u mysic (rod
Apodemus) (Sandera et al. 2011), nebo u potkana obecného, Rattus novervegicus (Fornes

a Burgos 1990; Immler et al. 2007). Naopak u mys$i domaci, Mus domesticus (Immler et al.
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2007) a mysky australské, Pseudomys hermannsburgensis (Firman et al. 2013) jsou vlacky
pomalejsi, nez jednotlivé spermie a pravdépodobné by mély ztézovat cestu k vajicku
spermiim ostatnich samcii. Jejich spermie tvofi mensi, ale pomérné Siroké vlacky z cca 30
spermii (Immler et al. 2007), které se n€kdy spojuji do vétSich skupin. Tyto spermie se
vzajemné nepiipojuji pouze standardné pres hlavicky, ale na rozdil napt. od krys se ptipojuji
1 k bi¢iklim ostatnich spermii. Pohyby bicikti jednotlivych spermii jsou ale nekoordinovang,

takZe pohyb vlacki neni tak efektivni. Zd4 se, Ze u domacich mysi maji jednotlivé spermie

strategickou vyhodu. (Immler et al. 2007).

Obr. 8.: ,,Vlacky* spermii mysi M. musculus musculus. Tyto vlac¢ky jsou tvotrené jednotkami
az desitkami spermii a tvofi spiSe neorientované shluky. Spermie se ptipojuji apikalnim
hackem k riznym ¢astem ostatnich spermii. (Mikroskop Olympus BX43 — fazovy kontrast;
Autor: Drozdova, T.)

15



Mysice tvofi podstatné veétsi a efektivnéjsi vlacky, které plavou rychleji nez jednotlivé

spermie a ziskavaji tak vyhodu pii oplozeni.

Obr. 9.: ,Vla€ek™ spermii mySice lesni A. flavicollis, pfipojenych prevazné
prostfednictvim hlavicky. V1acek je standardné tvofen stovkami spermii. (Mikroskop
Olympus BX43 — fazovy kontrast; Autor: Drozdova, T.)

U mysSice kfovinné (Apodemus sylvaticus) bylo prokazano, ze ¢ast spermii podstupuje
tzv. ptedcasnou akrozomalni reakci, kterd zvySuje schopnost oplozeni spermii daného
jedince tim, ze umozni disociaci spermii z ,,vI&Ckd* a nasledné oplozeni vajicka intaktnimi
spermiemi (Immler et al. 2007), a také usnadniuje spermiim prichod zona pellucida diky
jejimu strukturdlnimu oslabeni v disledku uvolnéni velkého mnoZzstvi akrozomalnich
lytickych enzymt v jeji blizkosti béhem kratké doby (Johnson et al. 2007). U druht
A. sylvaticus, A. flavicollis a A. uralensis byla prokazana rychlejsi akrozomalni reakce nez
u Mus musculus. Tyto tii druhy rodu Apodemus produkuji alternativné sesttizené transkripty
testikularni CD46 mRNA, coz vede k selhani exprese proteinu CD46 ve spermiich. Tento
protein je u hlodavcl exprimovan pouze zralymi spermiemi a prekurzory spermii ve
varlatech s aktivni spermatogenezi. Selhani exprese tohoto proteinu vede k akrozomalni
nestabilit€¢ a zrychlené akrozomalni reakce, ktera tomuto rodu poskytuje konkurenéni
vyhodu v promiskuitnim reprodukénim chovani (Johnson et al. 2007). Apikalni hacek
a agregace spermii jsou pravdépodobné hlavni adaptivni mechanismy v kompetici spermii

hlodavct (Immler et al. 2007).
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2.3.3. Promiskuita hlodavcu

Mira promiskuity se 1i§i mezi riznymi druhy 1 mezi populacemi v ramci jednoho druhu
a dokonce 1 mezi jednotlivei v ramei populace. Dokonce pozorujeme jeji zmény i béhem
sezony, kdy s nardstajicim poctem jedincti v populaci roste promiskuita, vzhledem k tomu,
Ze samice se muze potkat s vice samci (Bryja et al. 2008). U druhu 4. sylvaticus bylo
prokazano, ze na jare, kdy je jedinct v populaci malo, vznikaji vazby mezi samci a samicemi
a tito jedinci se chovaji vice monogamné. V obdobi rozmnozovani se pak jejich populace
zvétsuje a uzemi samcl se za¢nou prekryvat i s nékolika riiznymi samicemi. Tim vznika
u druhu promiskuitni pafeni, které se u téchto jedinct vyskytuje ve vétsi mife v 1été a na

podzim. S nariistem promiskuity roste i vzajemna agresivita téchto jedinct (Brown 1969).

Promiskuita mySic rodu Apodemus byla prokdzana i1 vyzkumem pomiskuity
provadényn na ¢tyfech riiznych druzich mysic z tohoto rodu (Bryja et al. 2008). Do vyzkumu
byly zatazeny ctyti druhy mySic (mySice malooka (Apodemus uralensis (diive Apodemus
microps)), mysice lesni (Apodemus flavicollis), mySice kfovinna (Apodemus sylvaticus),
mysSice temnopasa (Apodemus agrarius)). U vSech téchto druhti bylo prokdzano pareni s vice
samci. Vrhy pochézejici maximalné od dvou otcti byly zjiStény u 4 . uralensis (43,5 % vrhi),
a A. flavicollis (60% vrhti). U dvou samic druhu 4. sylvaticus (9,1 % analyzovanych vrhii
(celkem 68,2 % vicecCetnych vrhll)) a sedmi samic 4. agrarius (20,6 % analyzovanych vrhi
(celkem 69,2 % vicecetnych vrhi)) byli identifikovani tfi otcové na vrh. Mira mnohocetného
otcovstvi odpovidala 1 velikosti varlat, kdy nejmensi varlata mél nejméné promiskuitni
A. uralensis a naopak nejvetsi varlata mél nejvice promiskuitni 4. agrarius s nejvySSim
procentem vice¢etnych vrhi (Bryja et al. 2008). MySice malookd (A. uralensis) byla
z pocatku povazovana za prevazné monogamni druh. Pfi vyzkumu promiskuity tohoto druhu
studie odhalila ur€ity trend zvySujici se promiskuity s rostouci populaci, ktery vSak nebyl
statisticky vyznamny. D4 se ale pfedpokladat, ze mira monogamie tohoto druhu muze

zéaviset na hustoté populace a typu stanovisté (Bryja a Stopka 2005).

Vicenasobné pareni je tak evidentné Castéjsi u rodu Apodemus, nez u populaci hrabose
polniho Microtus arvalis, nebo mysi domaci (Mus musculus domesticus), kde se vicecetné
otcovstvi vyskytovalo jen u 23 % vrhii (Dean et al. 2006). V této studii byla zjiSténa
frekvence mnohocetného otcovstvi pomoci genotypizace 143 gravidnich samic Mus
musculus musculus s alespon tfemi embryi, z ¢ehoz u 33 vrh byly nalezeny dilkazy
o vicendsobném otcovstvi (Dean et al. 2006). Ackoli ma M. m. domesticus mirn¢ vyssi

relativni hmotnost varlat nez M. m. musculus, variace délky apikalniho hacku naznacuje
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vyssi urovent kompetice u M. musculus (Sandera et al. 2013). U druhu M. arvalis bylo
zjisténo mnohonésobné otcovstvi u 50 % analyzovanych vrhii (Borkowska a Ratkiewicz

2010).

2.3.4. Proteom spermii hlodavci

Proteomem mysi domadci se jiz zabyvala fada studii, a je pomérné€ dobte prozkoumany.
Razné mezidruhové srovnavaci analyzy proteomt naznacuji, ze jaderny proteom spermii se
z velké ¢asti skladd z vysoce konzervovanych proteintll, zatimco druhové specifické jsou
spiSe proteiny, které se rychleji vyvijeji pod tlakem evoluce (Bayram et al. 2016; Vicens et
al. 2017). Mezidruhovou shodu v jaderném proteomu spermii savcli mizeme pozorovat
u 623 proteinti, které jsou spolecné pro 19 studovanych druhii savcl, a je mozné
ptedpokladat, Ze budou pravdépodobné pfitomny v mnoha savc¢ich spermiich (Bayram et al.

2016).

Nejvice dynamické se jevi akrozomalni proteiny a povrchové proteiny spermii (Dorus
et al. 2010). Usp&snost oplozeni totiz zavisi na navazani spermii na extracelularni obal
vajicka, zona pellucida. Vazebné proteiny zona pellucida maji vyznamnou roli ve specifité
rozpoznavani gamet, a proto maji zvySenou rychlost evoluce. Proteiny spermii, které se
vazou na zona pellucida, se budou pravdépodobné vyvijet spole¢né, aby spermiim ztistala
zachovana schopnost oplozeni (Bayram et al. 2016). Lze tedy oCekavat, ze tyto proteiny
budou nejvice spojeny s evoluci a kompetici spermii, a mély by zahrnovat kandidatni
proteiny ovliviiujici oplozovaci funkci spermii (Dorus et al. 2010). Naptiklad pro proces
oplozeni je velmi dulezity protein ATP8B3, coz je aminofosfolidovy transportér nezbytny
pro distribuci lipidil v akrosomalni dvojvrstve a pro vazbu a penetraci zona pellucida (nazvy
a funkce zminénych proteint viz Piiloha 8.) (Wang et al. 2004). Déle byly identifikovany
proteiny nezbytné pro spravnou fyziologii bi¢ikli, v€etné spermatického antigenu SPAG17,
ktery je nezbytny pro spravnou pohyblivost (Teves et al. 2013), a ddle ARMC4 (protein
dyneinu) a ROPNIL (protein vlaknitého plaste), jejichz knockouty vedou ke zhorSeni
pohyblivosti bi¢iku a nestabilité principal piece bi¢iku (Fiedler et al. 2013).

Proteomicka srovnavaci analyza (Vicens et al. 2017) provedena na tfech druzich mysi
rodu Mus (my$ doméci (Mus musculus) - nejméné promiskuitni, mysS stiedozemni
(Mus spretus) a mys panonskd (Mus spicilegus) - nejvice promiskuitni) odhalila, ze druhy

s vysokou trovni kompetice spermii vykazuji vyssi urovenn pohyblivosti a vyssi rychlost
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plavani spermii, coz znaci o schopnosti udrzet vysokou koncentraci intracelularntho ATP
(Vicens et al. 2017). Koncentrace ATP u druhti s vyssi kompetici spermii vykazuje nizsi
pokles v prabéhu ¢asu, nez u druha s nizsi kompetici spermii, a tim umozinuje spermiim

udrzovat vyssi troven vykonnosti (Tourmente et al. 2015).

U druhti s vysokou kompetici spermii dochézi k systematickému zvyseni relativniho
mnozstvi proteinii spermatické membrany a akrozomadlnich proteinli, v porovnani s Mus
musculus (Vicens et al. 2017). Jedna se o proteiny zprostiedkovavajici interakce mezi
spermiemi a zona pellucida (ZAN, ZP3R, ZPBP1, ZPBP2), vznik akrozomu a akrozomalni
dynamiku (MAN2B2, CD46) a fizi spermie s oocytem (ADAM3). Je tedy pravdépodobné,
ze ucinnost oplozeni by mohla byt regulovana zménami v expresi ruznych slozek spermii
odpovédnych za interakci gamet. Byly zde pozorovany rozdily v proteinech ovlivitujicich
motilitu a rychlost spermii lokalizovanych do bic¢iku spermie. Jednalo se o zmény
v axonemalnim dyneinu, kde bylo odhaleno snizené mnozstvi proteint tézkého fetézce
dyneinu (DYNCI1HI1) u Mus musculus a zvySené mnozstvi lehkych fetézci dyneinu
(DYNLLI1, DYNLL2), tubulinu-beta TUBB4B a spermatického antigenu SPAG17. Dalsi
rozdily byly pozorovany u metabolickych proteinii (Vicens et al. 2017). Vzhledem k tomu,
ze zvysena pohyblivost spermii u druhti s vysokou konkurenci spermii je zavisla predev§im
na ATP ziskané pomoci oxidativni fosforylace, zatimco druhy s niZ§i urovni kompetice
spermii vice spoléhaji na ATP vzniklé z glykolyzy (Tourmente et al. 2015), dochézi u druhii
s vyss8i konkurenci spermii k poklesu Cetnosti glykolytickych enzym v principal piece
bi¢iku. Jednad se pfedevsim o proteiny PGK2, GAPDHS, PKM, ALDOA, DLAT, HKI1
(Vicens et al. 2017).
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3. Cile prace

V této diplomové praci jsme vychazeli z poznatkl publikovanych studii, které uvadéji,
ze ruzné druhy rodu Apodemus jsou rizné¢ promiskuitni a lisi se svymi oplozovacimi
strategiemi. Dale je prokazano, ze promiskuita druhi ovlivituje morfologickou variabilitu
spermii. Jednim z cili této diplomové prace bylo zjistit, zda se morfologicka variabilita

v ramci jednoho druhu odrazi ve slozeni proteomu spermii.

Vétsina studii zabyvajicich se reprodukci hlodavcti je v dnesni dobé provadéna na mysi
domaéci. V této diplomové praci jsme chtéli objasnit, zda je mozné vyuzit mys jako templat
pro uspésné mapovani proteinli piibuznych druhli. Aby tato analyza byla dostatecné
robustni, vybrali jsme si tfi rody mySovitych hlodavcd. Prvnim z téchto rodu je
Mus musculus, jejiz genom je dobfe anotovan a je mozné na néj jednoduSe namapovat
analyzované proteiny. Jako dalsi druh byl vybran jiz zminény Apodemus flavicollis, o kterém
vime, Ze je velmi promiskuitni a tudiz bude mozné detekovat variabilitu v morfologii spermiti

jak v ramci druhu, tak i mezi druhy. Tietim vybranym rodem je Microtus arvalis.

Dalsim cilem této diplomové prace je stejnym zptisobem zkoumat spermie téchto tii
reprezentantll riznych rodl hlodavcl a zjistit, zda je moZné detekovat morfologickou

variabilitu spermii mezi témito druhy, a zda se tyto zmény odrazi na slozeni proteomu.

Dale nas zajima, jestli zmény v proteomu mezi variabilnimi jedinci jednoho druhu jsou

porovnatelné s ostatnimi druhy a zda jsou jejich oplozovaci strategie podobné.

Ke splnéni téchto cili bylo nutné nachytat reprezentativni vzorek vybranych druht
hlodavct a detailné charakterizovat spermie na morfologické urovni. Nasledné izolovat
a detailn€ charakterizovat proteiny pomoci metody hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS).
Dalsim krokem bylo pokusit se identifikovat morfologické odliSnosti na urovni proteomu
pomoci dvou raznych metod, jejichz vysledky byly na zavér porovnany. Jednou z téchto
metod byla diskrimina¢ni analyza, ktera je v jinych studiich hojné€ vyuzivana. Diskrimina¢ni
analyza je mnohorozmé&rna analyza a pracuje s osami v riznych dimenzich. Druhou metodou
byla metoda strojového uceni, Random Forest, kterd funguje na principu hierarchického

klastrovani a 1épe zohlednuje rozptyl mezi hodnotami vzorku.

Na zéklad¢ analyzovanych rozdili v proteomech bylo provedeno mezidruhové
porovnani a nasledn¢ byla provedena analyza roli jednotlivych proteint, které by mohly byt

za tuto variabilitu odpovédné.
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4. Metodika

4.1. Odchyt hlodavci a odbér spermatu

Razné druhy divokych hlodavcit byly odchyceny do zivochytnych pasti typu Sherman.
Pasti byly pokladany v ptedvecer experimentu do poli a jako ndvnada byly pouzity arasidové
ktupky a kus jablka. Nésledn¢ byl u chycenych jedincii ur¢en druh a pohlavi. Hlodavci byli
humanné usmrceni metodou cervikalni dislokace, zvazeni a podrobeni pitvé. Nejdiive byly
odebrany koncové ¢asti kauda epididymis pro izolaci spermii a poté byla vyjmuta varlata,
kterd byla zméfena a zvazena na analytickych vahdch M254Ai 250g/0,0001g od Bel

Engineering.

4.2. 1zolace proteinii

Odebrané koncové ¢asti kauda epididymis byly umistény kazda do jedné 200ul kapky
predem vytemperovaného fertilizaéniho M2 média (M7167 od Sigma-Aldrich) na 37 °C pfi
5% CO; ptekrytého vrstvou parafinového oleje (8904.1 od Carl Roth) a tkén byla rozstiithdna
na mensi ¢asti. Uvolilovani spermii z kauda epididymis do média probihalo v inkubétoru pti
37 °C, 5 % CO,, aby bylo napodobeno prosttedi t€la savch. Ptiblizn€ po deseti minutach

byla zkontrolovana pfitomnost uvolnénych spermii v obou kapkéach pod mikroskopem.

Prvni z kapek byla vyuZita pro izolaci proteinii intaktnich spermii. Cely obsah kapky
byl centrifugovan (500G, 4 °C, centrifuga eppendorf 5417R) po dobu deseti minut.
Supernatant, ktery obsahuje rozpuSténé molekuly, byl pfenesen do Cist¢ zkumavky
a uchovavdn na ledu. K intaktnim spermiim v pelet¢ bylo pfidano M2 médium
vytemperované na 37 °C ve stejném objemu jako odebrany supernatant a vSe bylo znovu
centrifugovano (500G, 4 °C, centrifuga eppendorf 5417R) po dobu deseti minut. Timto
zpusobem byly spermie promyty tak, abychom dostali tfi supernatanty se sestupnou
koncentraci uvolnénych molekul a peletu se spermiemi. VSechny zkumavky byly

uchovavany na ledu.

Spermie z druhé kapky byly rozpipetovany do menSich kapek vytemperovaného
M2 media o objemu 100 pl a ponechdny po dobu 60 minut v inkubatoru pii 37 °C a 5 % COz,
aby prob¢hla kapacitace spermii. Po kapacitaci byly spermie piepipetovany do zkumavek
a stoceny v centrifuze (eppendorf 5414D, rotor F45-24-11) pfi 2,5 rpm po dobu péti minut
pti pokojové teploté. Supernatant byl odstranén a spermie byly promyty vytemperovanym

sterilnim PBS a znovu centrifugovany (eppendorf 5414D, rotor F45-24-11); (2,5 rpm,
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5 min). VétSina supernatantu byla odstranéna a ve zbytku byly spermie resuspendovéany
a rozpipetovany do zkumavek se 600 pl vytemperovaného sterilntho PBS. Do kazdé
zkumavky byly piidany 2 ul kalcium ionoforu pro indukci akrozomalni reakce a nasledné

byly zkumavky inkubovany po dobu 60 minut v termostatu pii 37 °C a 5 % COa.

Po akrozomadlni reakci byly zkumavky stoeny (500G, 10 min, 4 °C, centrifuga
eppendorf 5417R). Supernatanty obsahujici rozpusténé molekuly obsahu akrozomu byly
prepipetovany do dalSich zkumavek a ulozeny na led. K peletam obsahujicim intaktni
spermie (z prvni kapky) a spermie po kapacitaci a akrozomalni reakci, bylo pfidano 100 ul
izola¢niho pufru (0,63 gurea (U6504 od Sigma-Aldrich), 0,225 g thiourea (T8656 od Sigma-
Aldrich, 0,015 g chaps (C9426 od Sigma-Aldrich, 0,00465 g DTT- Dithiothreitolu (D9163
od Sigma-Aldrich) a 750 pl dH20), ktery slouzi k desintegraci membran a solubilizaci
proteind. S izola¢nim pufrem byly pelety inkubovany po dalSich 60 minut pii pokojové

teploté a cca kazdych 20 minut byly dikladn€ vortexovany.

Po inkubaci s izola¢nim pufrem byl ke v§em vzorkiim pfidan aceton (32201-M od
Sigma-Aldrich) pro vysrazeni bilkovin uchovévany pii -20 °C v poméru 1:4 a vSechny

vzorky byly inkubovany pies noc pii -20 °C.

Druhy den byly vSechny vzorky centrifugovany pii 500G, 4 °C po dobu deseti minut
(centrifuga eppendorf 5417R) a byl z nich odebran nadbytecny aceton. Ve zbytku acetonu
byly vzorky uchovavany pii -80 °C.

4.3. Morfometrie spermii

Z kapky média s uvolnénymi spermiemi byl odebran vzorek o objemu 50 pl. Vzorek
byl promyt PBS a sto€en na centrifuze (500G/5 min, centrifuga eppendorf 5417R).
Supernatant byl odstranén a peleta byla promichdna se zbytkem PBS. Na sklicko bylo
napipetovano 5 pl vzorku a byl proveden roztér. Po zaschnuti roztéru bylo sklicko fixovano
ve formaldehydu (10 min) a poté dvakrat promyté v PBS (2x5 min). Barveni probihalo
pomoci 10% roztoku Giemsa-Romanowski (od Penta chemicals) po dobu 10 min. Nakonec

byla skla promyta destilovanou vodou po dobu 5 min.

Sklicka s roztéry byla nafocena na svételném mikroskopu Olympus BX43 a spermie
byly méfeny pomoci programu ImagelJ (v1.52p). Bylo méfeno pét jednotlivych casti
spermie, konkrétn¢ délka a Sitka hlavicky spermie, ze kterych byla néasledné spocitdna

plocha hlavicky, dale délka apikalniho hacku, délka midpiece bi¢iku a zbytku bic¢iku — nebyl
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tedy rozliSovan principal piece a end piece bic¢iku. Délka hlavicky spermii byla definovana
k délce. Plocha hlavicky byla spocitdna vynasobenim polovi¢ni hodnoty délky hlavicky (a)
s polovi¢ni hodnotou §ifky hlavicky (b) krat konstanta it ((a/2) x (b/2) x « ). Délka apikalniho
hacku byla méfena od zadkladny hlavicky az po Spicku apikalniho hacku. Rozméry byly
zaznamenavany do tabulky a nasledné statisticky analyzovany. Statistickd analyza byla

provedena pomoci softwaru R studio verze 1.3.1093.

/\/

@ Bicik
Midpiece biciku
@ Délka hlavicky
@ Sitka hlavicky
@ Délka apikalniho hac¢ku

Obr. 11.: Schématické zobrazeni jednotlivych méfenych tsekl spermie.
(Autor: Drozdova T.)

4.4.Kapalinova chromatografie - hmotnostni spektrometrie (LC-MS)

4.4.1. Kapalinova chromatografie

Kapalinovéa chromatografie je metoda fyzikalni separace, pti niz dochazi k distribuci
sloZzek kapalné smési mezi dvé faze — stacionarni a mobilni, které jsou navzajem nemisitelné.
Stacionarni faze je nepoldrni a jednd se o Castice oxidu kiemicitého, na které jsou napojeny
alkylové skupiny s dlouhym fetézcem. Oproti tomu mobilni faze je polarni a sklada se ze

smési vody a polarnich rozpoustédel (Dass 2007).

Testovany vzorek je vstfikovan do proudu mobilni faze, ktera v daném sméru pronika
staciondrni fazi a slozky testované smesi se oddéluji na zakladé miry jejich afinity ke
staciondrni nebo mobilni fazi (Niessen 2006). Testovany vzorek pak vytékd z kolony

v riznych Casech v zavislosti na rozdéleni mezi mobilni a stacionarni fazi (Ardrey 2003).
4.4.2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd technika, kterd zahrnuje méfeni poméri
hmotnosti ¢astic k naboji ionti vytvofenych pii ionizaci molekul vzorku (Roberts 2013;
Hoffmann 2005). Béznym postupem pro piipravu vzorku je enzymatické Stépeni smeési

proteinli na jednotlivé peptidy. Pro toto $tépeni je nejCastéji vyuZzivany trypsin (Olshina
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a Sharon 2016). Vyhodou trypsinu je specifita Stépeni peptidii vyhradné na karboxylové
stran¢ zbytkl lysinu a argininu, ¢imz generuje jedine¢né peptidy, které lze identifikovat
pomoci hmotnostni spektrometrie a pfifadit je k jejich piivodnim proteinim pomoci
algoritmii podle existujicich databazi znamych peptidi (Vandermarliere et al. , 2013; Gillet

etal., 2016).

Slozky testovaného vzorku jsou ve hmotnostnim spektrometru ionizovany pomoci
elektronovych paprskti, UV svétla nebo laserovych paprskii. Z neutralnich molekul ve
vzorku se stavaji ionty, které vstupuji do hmotnostniho spektrometru pod vysokym vakuem.
Molekuly vzorku jsou v hmotnostnim analyzatoru tfizeny podle jejich poméru hmotnosti
k naboji pomoci magnetického nebo elektrického pole (Dass 2007; Olshina a Sharon 2016).
Detektor pomoci zesilovani iontového proudu vypocita mnozstvi kazdého iontu a vznika
hmotnostni spektrum, ze kterého je mozné urc¢it hmotnost a elementarni slozeni jednotlivych

komponent vzorku a ur¢it chemickou strukturu (Dass 2007; Urban 2016).

4.4.3. LC-MS systémy

LC-MS systémy nam umoziuji kombinovat fyzikalni separaci jednotlivych slozek
vzorku pomoci kapalinové chromatografie s moznosti hmotnostni analyzy prostfednictvim
hmotnostni spektrometrie. Pii analyze komplexnich peptidovych vzorki je diilezité nejprve
proteiny separovat prostfednictvim kapalinové chromatografie a poté mohou byt

analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie (Olshina a Sharon 2016).

LC-MS systém musi obsahovat zatizeni pro obé metody, kapalinovou chromatografii,
hmotnostni spektrometrii, a také rozhrani, které je schopné pienaSet oddélené slozky
z kolony kapalinové chromatografie, ve které se nachazi kapalina pod tlakem, do analyzatoru
hmotnostniho spektrometru, ktery bézné pracuje ve vakuu. Rozhrani tedy musi pfenaset
maximalni mnozstvi analyzovaného vzorku, odstranit velké mnoZstvi mobilni faze
a zachovat chemicky neporuSené analyzované molekuly, a zadroven nesmi narusit ionizaci

a podminky vakua ve hmotnostnim spektrometru (Dass 2007).

V proteomice se tento systém vyuziva k detekci a identifikaci sloZzek komplexni smési.
Metoda slouzi pro proteomickou analyzu komplexnich vzorkl, kde by se hmotnostni
spektra, pfi vyuziti samotné hmotnostni spektrometrie, pirekryvala. (Wysocki et al. 2005).
V této praci byla analyza proteinti hmotnostni spektrometrii provedena tak, jak je popsano

v (Stopka et al. 2016).
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4.5. Analyza proteomu

Vsechny statistické analyzy a vypoCty byly provadény pomoci softwaru R studio verze
1.3.1093. Pro analyzu byly pouzity balicky ggplot2, mixOmics a randomForest. Nejvice
diskriminujici proteiny byly ureny pommoci dvou metod, a to pomoci diskriminacni
analyzy a metody strojového uceni Random Forest. Vennovy diagramy k porovnani
analyzovanych proteinii byly vytvofeny v aplikaci Venny 2.1 (Oliveros, 2007). Nasledn¢
byla ur¢ena konektivita mezi proteiny pomoci aplikace string-db.org verze 11.5 (Szklarczyk
et al. 2021). Funkce jednotlivych proteini byly vyhledany v databazi UniProt.org (The
UniProt Consortium 2021).

4.5.1. Diskrimina¢ni analyza

Diskriminaéni analyza zkouma zavislosti mezi nezavisle proménnymi viuci zavisle
proménné a umoziuje tak zatazeni objektii do skupin na zaklad€ nejvyssi miry podobnosti.
Klasifikace jednotliveti do skupin probiha pomoci predikénich rovnic zaloZenych na
nezéavislych proménnych. Pii analyze je kazdéd nezavisle proménna porovnana a vynesena

do grafu proti zavisle proménné (NCSS a LLC 2021).

4.5.2. Strojové uceni

Strojové uceni je forma umélé inteligence, ktera vyuziva vstupni data k nalezeni
vzorcl a vytvofeni modelu, ktery umozni predikci vysledku (Bishop 2006). V tomto
experimentu je vyuZivan jako nastroj pro klasifikaci pomoci hierarchického klastrovani,
které funguje jako sada binarnich testii strukturovanych do tvaru stromu. Tyto testy zacinaji
u prvni proménné, kterd je nasledné porovnavana s dalSimi proménnymi (Breiman 2001).
Metoda Random Forest je zalozena na algoritmu, ktery vyhodnocuje, s jakou dilezitosti
nalezi protein do jedné ¢i druhé skupiny se zohlednénim rozptylu mezi hodnotami vzorku.
Jinymi slovy, proteiny s vysokou variabilitou mezi hodnotami vyhodnoti tento algoritmus
jako proteiny s nizsi diilezitosti, nez proteiny s nizkou vaiabilitou mezi hodnotami. Vyhodou
této metody je, Zze ndm ukazuje 1 miru dalezitosti, kterd méii predikéni silu kazdého prvku

(Genuer et al. 2010).
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5. Vysledky

5.1.0dchyt hlodavcii a morfometrie

Celkem bylo odchyceno 110 jedincti, z ¢ehoz bylo 43 dospélych samcti, 14 juvenilnich
jedinct a 53 samic. Ze 43 dospélych samct zemfeli 2 jiz v pasti a u dalSich 9 jedinct nebyly
nalezeny zadné spermie. Odbér spermatu a izolace proteini byl tedy proveden u 32

dospélych samct.

Celkové bylo analyzovano 14 samct mysi domaci (Mus musculus musculus), 8 samcii
mysSice lesni (Apodemus flavicollis) a 9 samcl hraboSe polniho (Microtus arvalis). Jediny
samec mysice kiovinné (Adpodemus sylvaticus) byl z analyzy vyloucen. U kazdého jedince
bylo provedeno morfometrické méfeni na 50 spermiich a na kazdé spermii bylo méteno
5 casti — délka a Sitka hlavicky, délka apikélniho héacku, délka midpiece biciku a délka
zbylych ¢asti bic¢iku (principal piece a end piece méten dohromady - blize popséano v kapitole
Metodika - morfometrie spermii). Z rozmért délka a Sitky hlavicky byla vypocitana plocha
hlavi¢ky, ktera byla nasledné pouzita ke statistickym analyzam. Piehledové tabulky shrnujici
pocty odchycenych jedincli a namétena morfometricka data, véetné jejich medianu, priméru

a smérodatné odchylky viz Ptiloha 1 a 2.

5.2.Statisticka analyza morfometrickych dat

Z morfometrickych dat byla nejprve provedena vizualizace morfologické variability
spermii. Pro kazdy druh a kazdou ¢ast spermie byl vytvoren samostatny graf, kde na ose X
jsou jedinci sefazeni vzestupné dle rozmérti konkrétni Casti spermie. Na ose Y vidime
velikost dané ¢asti spermie a mizeme u kazdého jedince pozorovat rozptyl hodnot pro tuto

cast.
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Morfometricka variabilita jednotlivych éasti spermii

Iys domaci b Mysice lesni % Hrabo$ polni
Rozptyl =1,33 Rozptyl = 0,74 Rozptyl = 0,85
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Obr. 12.: Variabilita jedinct jednotlivych druhti v riznych ¢astech spermie.
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Plocha hlavigky

Nejvétsi variabilita byla pozorovana ve velikosti apikalniho hacku a plose hlavicky.
Nasledné byla ovétena korelace téchto dvou rozméra, kterd u kazdého druhu vysla pozitivni

a signifikantni. Korelace mezi ostatnimi ¢astmi spermii jsou k nahlédnuti v ptiloze 3.

My$ domaci i Mysice lesni ¢ Hrabo$ polni

rho=0.767, p=0.002 rho=0,833, p=0.015 rho=0.783, p= 0.017
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Délka apikalniho hacku Délka apikalniho hacku Délka apikalniho hacku

Obr. 13.: Pozitivni korelace délky apikalniho hac¢ku s plochou hlavic¢ky u jednotlivych druht.

Dale byli jedinci srovnani od nejmensiho po nejvétsi, vzdy dle vybraného rozméru,
a byli rozdéleni na jedince s kratkymi apikélnimi hacky a na jednice s dlouhymi apikalnimi
hacky. Na zaklad¢ tohoto rozdéleni byla pro kazdy rozmér provedena diskriminacni analyza.
Nejvyssi procento vysvétleni variability s vysokou senzitivitou a specificitou vyslo
u diskrimina¢ni analyzy podle délky apikalniho hacku a velikosti hlavicky. Vzhledem
k tomu, Ze mezi t€émito dvéma rozméry byla prokézana signifikantni korelace, dalsi analyza

byla zaméfena jen na akrozomalni proteiny.

Jedinci byli vybirani na zéklad¢€ nejvyssi variability a podle diskriminac¢nich analyz
zobrazenych v nasledujicich grafech. Od kazdého druhu byli vZdy analyzovani tfi jedinci
s nejkratSim apikalnim hackem a tfi jedinci s nejdel$im apikalnim hackem. V ptipad€ druhu
Mus musculus musculus byli vybrani jedinci M1, M4, M7, M2, M5 a M13, pro Apodemus
flavicollis to byli jedinci A4, Al, A2, A6, A5, A9, a pro Microtus arvalis jedinci Mi2, Mi8,
Mi3, Mi9, Mi7 a Mi5. U téchto jedinci byla provedena proteomickd analyza pomoci
hmotnostni spektrometrie. Pro zjednoduSeni prace s proteomickymi daty byli jedinci

ocislovani 1 - 6 vzestupné s rostouci délkou apikalniho hacku.
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K-variate 2: 39% expl. var X-variate 2: 26% expl. var X-variate 2: 28% expl. var

X-variate 2: 38% expl. var

V nésledujicim grafu jsou zobrazeny diskrimina¢ni analyzy pro rozméry jednotlivych

druhii. VSechny analyzy vysly s vysokou senzitivitou a specifitou.
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Obr. 14.: Diskriminac¢ni analyza pro jednotlivé druhy ve vSech rozmérech.
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5.3. Bioinformaticka analyza proteomickych dat

Pti bioinformatické analyze proteomickych dat byly nejprve odstranény kontaminanty
v podobé¢ proteinti obsazenych v mediu a koznich keratind, které kontaminovaly vzorek pfi
izolaci spermii z kauda epididymis. Déle byly odstranény ty bilkoviny, které byly ve vzorku
pouze identifikovéany, ale nem¢ly dostate¢ny signdl na to, aby bylo mozné identifikovat
jejich abundanci. Dostali jsme set 277 bilkovin, z toho u mySsi bylo identifikovano
179 proteinti, u mysice 239 proteind a u hraboSe 194 proteini. Nakonec bylo nutné manuélné
anotovat ty proteiny, které nemély uvedena jména gend, se kterymi jsme poté primarné
pracovali. Nasledn¢ bylo provedeno mezidruhové porovnani identifikovanych proteint

vSech zkoumanych druht.

Mys Mysice

Hrabo3

Obr. 15.: Vennlv diagram pro zobrazeni mnozstvi spolecnych proteinii mezi jednotlivymi
druhy ze vSech identifikovanych proteind.

Z diagramu vyplyva, Ze vSechny druhy meély 122 spoleénych proteini. U mysi bylo
identifikovano 26 specifickych proteinti, u mySice 28 a u hrabose 10 specifickych proteini.
Dale bylo identifikovano 29 proteini, které sdilely jen mysi a mySice, 60 proteind, které byly
identifikovany u mysice a hraboSe a 2 proteiny, které byly identifikovany pouze u mysi
a hraboSe. Piehled téchto proteini je zobrazen v ndsledujici tabulce. Tabulka vSech
analyzovanych proteini bude nésledné dostupna v databazi PRIDE. Do té doby jsou data

k nahlédnuti u Skolitele této diplomové prace.
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Tab. I.: Prehled specifickych proteinii pro jednotlivé druhy.

MM
Cuzdl
Myh9
Crispl

Vim
Npm1

Hbb-b2
Actcl
Tex101
Len5
Spespl
Serpina3k
Spaca3
Man2b2
Pdha2
Spatal8

Npc2

Flna

Fsch
Pebp4
Poflb

Art3

Gliprlll

Rnls

Hpx
Dbn1l
Dpep3

AF
Chitl
Capg
MENT
Aldh2
Acat2
Atpbvla
Mel
Gsn
Hnrnpa3
Hprtl
Gstm2
PIs3
Ube2I3
Stard10
Psmb7
Wdrl
Dpp7
Ncl

Atp6v1b2

Eif5a
Eeflb
Psmcl
Acatl
Impal
G6pdx

Rabl1lb

Tagln

Htra2

MA
Flt3
Acot7
Ggct
Nt5c1lb
Hspa4l
Gdil
Glul
Cctba
Tcpl
Csnklal

MM/AF { MM/MA |

Zp3r
Ldhc
Fabp9
Zpbp
Ddt
Ca2
Fkbpla
Lypd4
Eif4al
Ppplr7
Arsa
Anxal
Zan
Prcp
Gapdhs
Plec
Ak2
Saca9
Eppkl
S$100a11
Eif6
Cpa4d
Uqcrfsl
Crat
Sdha
Nagk
Akrlal
Sucla2
Nme2

Pdia4
Ahcy

i
|
I
I
I
I
I
I
1
I
I
|
|
I
I
I
|
|
I
I
I
I
I
I
I
I
1
I
I
I
I
|
|
I
I
I
I
|
I
I
I
1
1
I
1
I
1
|
I
|
I
I
|
|
I
I
|
|
I
1

AF/MA
Pdhal Psmc6
St13 Cct5
Gsta3 Hnrnpal
Psmd4  Hsp90bl
Tkt Shmt1
Pitpna Gdi2
Bhmt Anxab
Pgam1 Csrpl

Aldh9al Fucal
Wars  Hnrnpa2bl
Gsr Rpia
Rab14 Prdx6
Set Anxa4d
Mdh1 Psmc3
Prpsl Prkaca
Gstp2 Ywhag
Ldhb Stipl
Eeflg Manf
Msn Gnmt
Psmc4 Cct8
Mpi Hspa2
Myh1l  Ranbpl
Hsp90aal Ropnl
Hspala Arcnl
Gludl Fkbp2
Psmc2 Fabp4
Psma7 Cs
Ckb Dnaja2
Bdhl Gotl
Eef2 Ltadh

Pro vizualizaci abundance jednotlivych proteini vSech tii zkoumanych druhti byl vytvoren

nasledujici graf sefazeny podle abundance proteinti mysi domaci. Z tohoto grafu vyplyva,
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Obr. 16.: Abundance proteini zkoumanych druhii. Modfe je vyznacena abundance proteinti
myS$i domaci. Neptekryvajici se linie zobrazuji rozdilnosti v abudanci proteinii mezi

jednotlivymi druhy.
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X-variate 2. 14% expl. var

5.3.1. Diskriminac¢ni analyza mezi jednotlivymi druhy

Pro zjisténi proteomické variability mezi jednotlivymi druhy byla provedena
diskrimina¢ni analyza. Nasledujici grafy zobrazuji variabilitu mezi druhy bez rozliSeni
spermii s kratkymi a dlouhymi apikalnimi hacky (A) a s rozliSenim velikosti apikalnich

hackt méfenych spermii (B).

Diskriminaéni analyza mezi jednotlivymi druhy B Diskriminaéni analyza (druhy vs velikost)

X2: MM:AUC = 1.00, p = 0.0007; AF:AUC = 0.88, p = 0.0010; MA: AUC = 1.00, p = 0.0007

X-variate 2: 14% expl. var

n

-10 0 10 20 -20 -10 0 10 20
X-variate 1: 25% expl. var K-variate 1: 26% expl. var
Hrabo3 ® DilouhéHrabo3 KratkéHrabo%
® Mys ® Diouhéhys ®  Kratkehys
® llysice ® DiouhéMySice ® KratkeMysice

Obr. 17.: Diskriminacni analyza testovanych jedincti mezi jednotlivymi druhy:
A ) bez zohlednéni rozdilli mezi spermiemi s kratkymi a dlouhymi apikalnimi hacky
B ) se zohlednénim rozdilti mezi spermiemi s kratkymi a dlouhymi apikalnimi hacky

Na grafu A miZzeme vidét variabilitu mezi jednotlivymi druhy a mezi jedinci v rdmci
jednoho druhu. Nejvétsi vnitrodruhova variabilita je mezi jedinci rodu Apodemus. U vSech
analyzovanych druhti vy$la diskriminace signifikantni. Na grafu B mtazeme vidét, ze nejlepsi
rozliSeni spermii s dlouhym a kratkym apikalnim hackem najdeme u mysi domaci, naopak
u hraboSe polniho se mnoziny jedinct s kratkym a dlouhym apikdlnim hackem spermii

prekryvaji, coz naznacuje nizkou miru vnitrodruhové variability.
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Obr. 18.: Seznam proteint, které nejvice ptispivaji k rozdéleni druhti podle osy X1:
A ) bez zohlednéni rozdilti mezi spermiemi s kratkymi a dlouhymi apikalnimi hacky
B ) se zohlednénim rozdilti mezi spermiemi s kratkymi a dlouhymi apikalnimi hacky

Dale byly provedeny diskrimina¢ni analyzy jednotlivych druhi k zjisténi proteomické
odlisnosti mezi spermiemi s dlouhymi a kratkymi apikalnimi hacky v ramci daného druhu

a k urceni proteintl, které nejvice ovliviiuji rozdéleni dlouhych a kratkych spermii na ose X1.
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Obr. 19.: Diskrimina¢ni analyza v ramci jednotlivych druht s identifikaci proteinti nejvice

pfispivajicich k rozliSeni spermii s dlouhym a kratkym apikalnim hac¢kem.

Z provedenych analyz je patrné, ze druhovy signal je silné€;jsi nez velikostni. Vzhledem
k tomu, Ze mira GspéSnosti mapovani tii druhti na jeden proteom neni dobfe odhadnutelna,

dalsi analyzy byly provedeny pro kazdy druh zv1ast.
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5.3.1.1.  Vnitrodruhova analyza s vyuZitim diskrimina¢ni analyzy

5.3.1.1.1. Analyza proteinii mySi domaci

Pro identifikaci proteinovych kaskad bylo nutné pouzit takové mnozstvi proteini, aby
bylo mozné detekovat konektivitu mezi proteiny a zarovenl zachovat vypovédni hodnotu
analyzy nejvice diskriminujicich proteinti. Z tohoto divodu jsem se rozhodla pouzit
piiblizné 15 % ze vSech analyzovancyh proteini. Vzhledem k tomu, Ze cilem bylo testovat
vSechny druhy stejnym zptisobem, byla u vSech druhti otestovana konektivita mezi prvnimi

tficeti péti proteiny s nejvétsim rozdilem hodnot abundance proteinu.

K@?@.ﬁ}“
[t

Obr. 20.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem mysi domaci.
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V nésledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiluji ndmi analyzované proteinové tady.

Tab. I1.: Analyza genové ontologie nami identifikovanych proteinti mysi domaci.

Biologicky proces Pocet identifikovanych proteinti Pocet proteinti v kaskadé P hodnota
Vazba spermii na zona pellucida 4 37 0.009
Metabolismus karboxylovych kyselin 8 754 0.0438
Motilita bi¢iku spermii 4 97 0.0438
Metabolismus hexézy 3 29 0.0438
Bunécné komponenty Pocet identifikovanych proteint Pocet proteinti v kaskadé
Akrozomalni matrix 2 4 0.0111
Akrozomalni membrana 3 34 0.0098
Akrozomalni vacek 7 137 6.14*10°

V této kapitole jsou v kazdé z téchto tabulek zobrazeny biologické procesy a bunééné
komponenty, ve kterych lze nalézt ndmi identifikované proteiny se signifikantni hladinou
vyznamnosti. Déle je v tabulce vzdy zobrazen celkovy pocet proteint, ktery se v kaskadé
nachdzi a pocet naSich analyzovancyh proteini, které¢ byly v této kaskad¢ identifikovany.
Kompletni seznam vSech jmenovanych proteinii a ndzvi gend vcetné jejich funkci je

k dospozici v piiloze 8.

Nejvyssi konektivita mezi proteiny mySi domaci s vysokou hladinou vyznamnosti
byla nalezena mezi proteiny akrozomalniho vacku. Tyto proteiny se podileji pfedev§im na
vazbé spermii na zona pellucida. Jedna se o proteiny kodované geny Zp3r, Acr, Tex101
a Gliprlll. ZP3R je receptor, ktery vaze ZP3 glykoprotein na zona pellucida vajicka. Dalsi
signifikantni proteiny se podileji pfedevsim na energetickém metabolismu, ktery zaroven
ovliviiuje motilitu bi¢iku spermie. Proteiny podilejici se na energetickém metabolismu jsou
kédované geny Sord (sorbitoldehydrogendza), Pgk2 (fosfoglycerat kindza), Ldhc (laktat
dehydrogenéza) a Fbpl (Fruktéza-1,6 -bisfosfataza).
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5.3.1.1.2. Analyza proteinii mySice lesni

Stejnym zplsobem, jako u mySi domaéci, byly identifikovany proteiny mysice lesni.

Obr. 21.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem mysice lesni.

V nasledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatituji nami analyzované proteinové fady.

Tab. IIl.: Analyza genové ontologie ndmi identifikovanych proteini mysSice lesni.

Biologicky proces Pocet identifikovanych proteint Pocet proteind v kaskadeé P hodnota

Syntéza laktatu z pyruvatu 2 4 0.016
Metabolismus ADP 4 46 0.0022
Metabolismus pyruvatu 5 63 0.0003
Glykolytické porcesy 3 39 0.0163
Katabolické procesy 8 623 0.0042
Bunécné komponenty Pocet identifikovanych proteint Pocet proteini v kaskadé P hodnota
Proteasom regulacni partikule 5 11 7.78*10°®
Proteasomdlni komplex 6 63 5.53%107
Bitik spermie 6 134 3.56*10"
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Vétsina analyzovanych proteinli jsou proteiny bunécného metabolismu. Nejvice
signifikantni se jevi proteiny proteasomalniho komplexu 26S, které se podileji na
katabolickych procesech proteinii. Jedna se o proteiny kodované geny Psmal, Psmc1/2/3 /6,
Psmd4 a Uchl3. PSMCI1/2 jsou ATPazy pozitivné regulujici katabolické procesy
proteozomalnich proteint podilejici se na otevirani proteazomalniho kanalu. Protein PSMD4
je regulacni podjednotka proteazomu 26S, kterd neni zavisld na ATP. Protein UCHLS3 je
deubikvitinacni enzym.

Ostatni proteiny jsou zapojeny pievazné¢ do metabolismu ADP/ATP (AKI1, MPI,
LDHC), pyruvatu (LDHB, LDHC, MPI) nebo glykolitickych procest. Proteiny ALDOA
a PGAM jsou zapojeny do vSech téchto procesii. Protein ALDOA je fruktdza-bisfosfat

aldodza A a ma kli¢ovou roli v glykolyze a glukoneogenezi.

5.3.1.1.3. Analyza proteini hrabose polniho
Stejnym zpusobem, jako u predchozich druht, byly identifikovany proteiny hrabose
polniho.

-
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Obr. 22.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem hrabose polniho.
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V nésledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové fady.

Tab. IV.: Analyza genové ontologie nami identifikovanych proteinti hrabose polniho.

Biologicky proces Pocet identifikovanych proteint Pocet proteint v kaskadé P hodnota
Oxidacné-redukéni procesy 11 917 0.0014
Metabolismus aminokyselin 5 154 0.0374

Bunécné komponenty Pocet identifikovanych proteint Pocet proteinti v kaskadé P hodnota
Cytoplasma 31 10283 6.68*10°
Membrany organel 11 1131 0.0003
Mitochondridlni membrana 7 677 0.0142,

U hrabose polniho byly identifikovany pfevazné vazebné proteiny, které se nachazeji
v cytoplazmé a membrané organel a podileji se na oxida¢né redukcnich procesech
a metabolismu aminokyselin. Tyto proteiny vétSinou vazi dal§i proteiny, karboxylové
kyseliny, lipidy a ionty. Mezi proteiny vazajici ionty patfi napf. proteiny mitochondrialni
membrany podilejici se na oxida¢né-redukénich procesech. Jedna se napf. o proteiny
kédované geny Sord, Got2, Gludl, Ppplcc a AtpSal. Na metabolicmu aminokyselin se
podileji proteiny kédované geny Ckb, Gnmt, Gstp2, Gsta3, Gstm7 a dalsi. Vétsina z téchto
proteint (a dale Pdia3 a Ldhb) ma katalytickou aktivitu. Jedna se pfevazné o metabolické

proteiny.
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5.3.1.2. Mezidruhova analyza s vyuZzitim diskrimina¢ni analyzy

Nésledné bylo provedeno mezidruhové porovnani proteinil, které nejvice odliSuji
dlouhé a kratké apikalni hacky spermii zkoumanych druhli. K porovnéani bylo pouzita
1/3 z celkového poctu identifikovanych proteind. Od kazdého druhu bylo porovnano
osmdesat nejvice diskriminujicich proteind, ze kterych byl vytvofen Venniv diagram.
Z diagramu byly vzdy analyzovany spole¢né proteiny dvou druhti, které se nachazely
v priniku jejich mnozin. Nakonec byly analyzovany proteiny spole¢né pro vSechny tii

druhy.

My3s My3ice

Hrabos

Obr. 23.: Vennlv diagram pro zobrazeni mnoZstvi spolecnych proteini mezi jednotlivymi
druhy z osmdesati proteinti vybranyh pomoci diskrimnaéni analyzy.

Nasledujici tabulka obsahuje soupis proteind, které odliSuji spermie s dlouhym
a kratkym apikdlnim hackem, spole¢nych pro kombinace zkoumanych druht. Druhy jsou
oznaceny zkratkou latinského ndzvu (MM - Mus musculus, AF - Apodemus flavicollis,

MA - Microtus arvalis).
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Tab. V.: Spolecné proteiny odlisujici spermie s dlouhym a kratkym apikalnim hackem pro

kombinace ndmi zkoumanych druht urcené diskrimina¢ni analyzou

MM/AF MM/MA MA/AF :MM/AF/MA
Tf Alb Shmtl |  Sord
Hal Tgm1 Mupl7? |  Ptgds

Zp3r Pkpl Histlh4a I Jup
Bimh Pdia3 Ldhb | Dsglb
Tppp2 Psmb4 Rabl14 :
Prkar2a Ppplcc Ppp2r4 :
Fbpl Pdia4 Psmd4 |
Acr Eeflal Ttn :
Pgk2 Krt76 Psmc6 |
Oxct2a Gsdma Uchl3 :
Ldhc Gapdh Mpi :
Tubb4b Sord Psmc2 :
Suclgl Ptgds Vcp :
Gpi Jup Gstm7 I
Psmal Dsglb Got2 I
Zpbp Msn :
Dsp Pebpl :
Fkbpla Hist1h2ak |
Aco2 Sord :
Ca2 Ptgds :
Pgam?2 Jup :
Aldoa Dsglb :
Mdh2 |
Ddt |
Psma8 I
Prdx2 I
Ubas2 I
Fabp9 :
Akap4 :
Sord :
Ptgds :
Jup :
Dsglb :

Z tabulky vyplyva, Ze nejvice spoleénych proteinii bylo nalezeno pii porovnani

proteinit mys$i a mySice. Pro proteiny uvedené v tabulce byly nésledné provedeny jednotlivé

analyzy konektivity stejnym zpiisobem jako pfi vnitrodruhové analyze pomoci online

databaze STRING.

42



5.3.1.2.1. Analyza spole¢nych proteinii pro my$ doméaci a mysici lesni

o
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Obr. 24.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem mysi domaci a mysSice lesni.

V nésledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové rady.

Tab. VI.: Analyza genové ontologie nami identifikovanych proteint MM/AF.

Biosyntéza methylglyoxalu 2 3 0.007
Metabolismus sukcinyl-CoA 2 7 0.0202
Metabolismus fruktozy 3 11 0.00066
Glukoneogeneze 4 26 0.00019
Glykolyza 4 39 0.00041
Vazba spermie na zona pellucida 4 37 0.00037
Metabolismus pyruvatu 5 63 0.0001,
Akrozomalni matrix 2 4 0.0088
Alfa podjednotka proteasomu 2 8 0.0149
VIaknity plast spermie 3 13 0.00083
Receptorovy komplex pro zona pellucida 2 11 0.0242,
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Proteiny mysi, které nejvice odliSuji spermie s dlouhym a kratkym akrozomalnim
hackem a zaroven se shoduji s nejvice diskriminujicimi proteiny mySice lesni se nejvice
podileji na energetickém metabolismu a vazb¢ spermie na zona pellucida. Proteiny podilejici
se na glukoneogenezi a glykolyze jsou proteiny kodované geny Pgk2, Gpil, Pgam2, Aldoa
a Fbpl. Na metabolismu frukt6zy se na navic podili protein LDHC. Proteiny podilejici se na
vazbé¢ spermie na zona pellucida jsou proteiny kodované geny Zp3r, Zpbp a Acr. Déle byly

identifikovany proteazomalni proteiny alfa podjednotky Psma8 a Psmal.

5.3.1.2.2. Analyza spole¢nych proteinti pro my$ domaci a hraboSe polniho

Sord.

o

*

Obr. 25.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem mysi doméci a hrabosSe polniho.

V nésledujici tabulce jsou zaznamenany bunécné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové fady.

Tab. VIL.: Analyza genové ontologie nami identifikovanych proteini MM/MA.

Oxidoreduktdzova aktivita 3 53 0.036,

Desmosom 3 27 0.0025,

U mysi doméci a hrabose polniho nebylo nalezeno mnoho spole¢nych proteint se
signifikantni konektivitou. Proteiny s oxidoreduktdzovou aktivitou kédované geny Pdia3,

Pdia4 jsou disulfid izomerazy, které¢ katalyzuji pteskupeni S-S mistkii v proteinech.
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Protein PTGDS katalyzuje pfeménu izomerii prostaglandinu a funguje jako sekrecni

transportét retinoidl. Proteiny kédované geny Jup, Pkpl a Dsglb jsou soucasti desmosoml.

5.3.1.2.3. Analyza spole¢nych proteini pro mysici lesni a hraboSe polniho

Obr. 26.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem mysice lesni a hrabose polniho.

V naésledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové fady.

Tab. VIII.: Analyza genové ontologie nami identifikovanych proteint AF/MA

Biosyntéza malych molekul 6 468 0.0325
Reakce na organickou slouceninu dusiku 8 975 0.0325,
Proteazomalni komplex 4 63 0.00076,

V tomto piipadé byly identifikovany pfevazné vazebné proteiny vazici malé molekuly,
proteiny a anionty. Dillezitymi proteiny jsou proteiny proteazomalniho komplexu kédované

geny Psmd4, Psmc6 a Psmc2. Protein PSMD4 je regulacni podjednotka proteazomu 26S
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nezavisla na ATP. Proteiny PSMC2/6 jsou reguléni podjednotky proteazomu 26S

s ATP4zovou aktivitou.

5.3.1.3. Analyza spole¢nych proteinii pro v§echny tii zkoumané druhy

Obr. 27.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem spole¢nymi pro vSechny zkoumané druhy.

Protein DSG1B je desmoglein-1-beta a je to slozka mezibun¢nych dosmozomalnich
spojii. Podili se na interakci plakovych proteini (JUP) a intermedidlnich filament
a zprostiedkovava tak mezibunécné adheze. Protein SORD je sorbitoldehydrogenaza a podili
se na metabolismu monosacharidli a oxida¢né redukénich procesech. Jedna se o klicovy
enzym pro preménu glukézy na fruktdézu pies sorbitol, ktery mize byt vyuzit jako
alternativni zdroj energie pro motilitu spermii. Protein PTGDS (Prostaglandin-H2
D- isomerase) ma mnoho funkci pfevazné v nervové soustaveé a svalech. Mimo jiné vaze

kyselinu retinovou a miiZe ptsobit jako sekre¢ni pienaSec¢ retinoidi.
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5.3.2. Analyza diskriminujicich akrozomalnich proteinii pomoci

Random Forest

Jako dal$i metoda k urceni nejvice diskriminujicich proteinii akrozomu byla pouzita
metoda strojového uceni Random Forest. Pomoci této analyzy byly vyhodnoceny proteiny,
které nejvice odliSuji spermie s dlouhym a kratkym apikalnim hackem v ramci jednotlivych
druhti. Pomoci softwaru R studio byla vygenerovana pro kazdy analyzovany druh tabulka

proteinti s pfifazenou hodnotou dulezitosti. Hodnota diilezitosti nam urcuje, s jakym

ptinosem pfispél protein k rozdéleni vzorku proteint.

5.3.2.1. Vnitrodruhova analyza s vyuZzitim Random Forest

Nejprve byla vygenerovana tabulka proteintl s pfifazenou hodnotou dilezitosti a graf

zobrazujici proteiny s nejvyssi hladinou diileZitosti u vSech tfi zkoumanych druhti hlodavci.

Random Forest

Random Forest
Hrabo$ polni

Random Forest
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Obr. 28.: Graf zobrazujici proteiny vSech tii zkoumanych druhli s nejvys$si hladinou
dualezitosti podle analyzy pomoci Random Forest. (osa X - hladina diilezitosti zobrazenych

gend, osa Y - jména gent kodujici analyzované proteiny)
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Stejné, jako pfi analyze proteini pomoci diskriminaéni analyzy, byla nasledné
otestovana konektivita mezi identifikovanymi proteiny. Proteiny, identifikované pomoci
metody strojového uceni Random Forest jako proteiny nejvice odliSujicijici spermie
s kratkym a dlouhym apikalnim hackem, byly opé€t identifikovany pomoci online databaze
STRING. Pro identifikaci proteinovych kaskad bylo pouzito tficet pét proteinti s nejvyssi

hladinou dilezitosti, stejn¢ jako pii pouziti diskrimina¢ni analyzy.

5.3.2.1.1. Analyza proteinii mySi domaci

Obr. 29.: Konektivita mezi proteiny mysi domaci s nejvyssi hladinou dilezitosti podle
analyzy pomoci metod strojového uceni (RF).

V nésledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové fady.
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Tab. IX.: Analyza genové ontologie ndmi identifikovanych proteinli mysi domaci.

Biologicky proces Pocet identifikovanych proteini Pocet proteint v kaskadé P hodnota

Glukoneogeneze 4 26 0.0013

Proteasomalni katabolické procesy 4 22 0.0013
Bunécné komponenty

Akrosomalni matrix 2 4 0.0069

Proteasomalni komplex 4 19 0.00011

Plasmatickd membrdna 18 453 0.0089,

Nejvyssi konektivita mezi proteiny mysi doméci s vysokou hladinou vyznamnosti byla
nalezena mezi proteiny akrozomalniho vacku a proteasomalniho komplexu. Proteazomalni
proteiny podilejici se na degradaci vétSiny intracelularnich proteini jsou proteiny kddované
geny Psma6, Psma2, Psmb4 a Psma3. Dale byly identifikovany proteiny podilejici se na
glukoneogenezi, jako jsou proteiny kodované geny Gapdh, Gpil, Fbpl a Pgk2. Jako

akrozomalni proteiny byly identifikovany jiz zminéné proteiny kédované geny Acr a Zp3r.

5.3.2.1.2. Analyza proteinii mySice lesni

Obr. 30.: Konektivita mezi proteiny mysice lesni s nejvyssi hladinou diilezitosti podle
analyzy pomoci metod strojového uceni (RF).
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V nésledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové tady.

Tab. X.: Analyza genové ontologie nami identifikovanych proteinil mySice lesni.
Biologicky proces Pocet identifikovanych proteinii  Podet proteinii v kaskadé P hodnota

Biosyntéza laktatu z pyruvatu 2 4 0.0182
Glukoneogeneze 3 26 0.0091
Metabolismus ADP 4 46 0.0025
Metabolismus pyruvatu 5 63 0.0013
Bunécné komponenty
Plasmatickd membrana spermie 2 9 0.0363
Bicik spermie 4 134 0.0269
Cytoplazma 30 10283 0.00041,

Nejvyssi konektivita mezi proteiny mysice lesni s vysokou hladinou vyznamnosti byla
nalezena mezi proteiny podilejicimi se na metabolismu pyruvatu, ADP a glukoneogenezi.
Jedna se o proteiny kodované geny Ldhc, Ldhb, Mpi, Pgk2, Pgam2, Akl a Fbpl. Proteiny
koédované geny Pgk2 a Akl nalezneme v bi¢iku spermie, spolu s Hsp90aal a Tppp2. Ostatni

zminéné proteiny jsou cytoplazmatické proteiny.

5.3.2.1.3. Analyza proteini hrabose polniho
i

Obr. 31.: Konektivita mezi proteiny hraboSe polniho s nejvyssi hladinou diilezitosti podle
analyzy pomoci metod strojového uceni (RF).
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V nésledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové fady.

Tab. XI.: Analyza genové¢ ontologie ndmi identifikovanych proteint hrabose polniho.

Biologicky proces Pocet identifikovanych proteinti Pocet proteint v kaskadé P hodnota
Glykolyza/glukoneogeneze 4 65 0.0019
Metabolismus glutathionu 3 69 0.0305,

Bunécné komponenty
Desmosomy 3 27 0.0214
Cytosol 17 3573 0.0214,

Nejvyssi konektivita mezi proteiny hrabose polniho s vysokou hladinou vyznamnosti
byla nalezena mezi proteiny glykolyzy a glukoneogeneze (Ldhb, Fbpl, Pgkl a Gapdh)
a proteiny metabolismu glutathionu (Ggct, Gsta3 a Gstm7). Dale byly znovu identifikovany
proteiny desmosomt JUP, PKP1 a DSG1B.

5.3.2.2. Mezidruhova analyza

Nasledné bylo provedeno mezidruhové porovnani osmdesati proteintl, které nejvice

odlisuji spermie s dlouhymi a kratkymi apikéalni hacky spermii zkoumanych druhi.

Mys Mysice

Hrabo3

Obr. 32.: Vennlv diagram pro zobrazeni mnozstvi spolecnych proteini mezi jednotlivymi

druhy z osmdesati proteinti vybranych pomoci metod strojového uceni (RF).
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Nasledujici tabulka obsahuje soupis proteind, které odliSuji spermie s dlouhym
a kratkym apikalnim hackem, spolecnych pro kombinace zkoumanych druht. Druhy jsou
oznaceny zkratkou latinského ndzvu (MM - Mus musculus, AF - Apodemus flavicollis,

MA - Microtus arvalis).

Tab. XII.: Spole¢né proteiny odlisujici spermie s dlouhym a kratkym apikalnim hackem pro

kombinace nami zkoumanych druhi uréené metodou strojového uceni (RF).

MM/AF MM/MA MA/AF =MM/AF/MA
Dsp Arhgdia Ldhb : Cat
Alb Prkar2a Akl | Fbpl
Psma6 Pkpl Ppplcc : Pgk2
Hal Tgm1l Pgkl | Ctsd
Gpi P4hb Pgam2 | Tppp2
Mdh2 LyzI1 Hist1h2bp E Histlh2ak
Nccrpl Gapdh Hist1lh4a : Anxa2
Atp5b Pdia3 Pdhb : Ptgds
Uba52 Actb Anxa6 : Enol
Tubb4b Jup Ckm : Pebpl
Uchl3 BImh Gstm5 : Aldhlal
Vdac2 Calr Plbd1 :

Hspall Sord Eeflg :
Spacal Dsglb Gnb2l1 :
Ca2 Cfll Krt76 :
Mapkapl Prdx1 Cat :
Ddt Gsdma Fbpl :
Cat Cat Pgk2 :
Fbpl Fbpl Ctsd :
Pgk2 Pgk2 Tppp2 :
Ctsd Ctsd Hist1lh2ak :
Tppp2 Tppp2 Anxa2 :
Histlh2ak  Histlh2ak  Ptgds :
Anxa2 Anxa2 Enol :
Ptgds Ptgds Pebpl :
Enol Enol Aldhlal :
Pebpl Pebpl :
Aldhlal Aldhlal I

Pomoci metody Random Forest bylo identifikovano vice spole¢nych proteinti, nez
pomoci diskriminac¢ni analyzy. Pro tyto proteiny byly néasledné provedeny analyzy

proteinovych kaskad stejnym zpiisobem jako pfi vnitrodruhové analyze.
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5.3.2.2.1. Analyza spolecnych proteinti pro mys domaci a my§sici lesni

rrns ¥

Spacal.

Obr. 33.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem mysi doméaci a mysSice lesni.

V nasledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové fady.

Tab. XIII.: Analyza genové ontologie ndmi identifikovanych proteint MM/AF.

Glykolyza 2 8 0.0426
Glukoneogeneze 3 26 0.0203
Metabolismus NADH 3 27 0.0203
Metabolismus glukdzy 4 96 0.0203
Metabolismus ATP 4 172 0.0426,
Cytoplasma 17 10283 0.0029
Membrany 6 413 0.0073,

Proteiny mysi, které nejvice odliSuji spermie s dlouhym a kratkym akrozomdalnim hackem
a zaroven se shoduji s nejvice diskriminujicimi proteiny mysice lesni se nejvice podileji na
metabolismu glukozy (Gpil, Fbpl, Pgk2, Enol). Na metabolismu ATP se navic podili
protein ATP5B, a u metabolismu NADH se jednd o proteiny GPI1, MDH2 a ENOI.
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5.3.2.2.2. Analyza spolecnych proteintii pro mys domaci a hrabose polniho

Obr. 34.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem mysi doméci a hraboSe polniho.

V nésledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové rady.

Tab. XIV.: Analyza genové ontologie nami identifikovanych proteinit MM/MA.

Biosyntéza hexdzy 4 29 0.00072
Glukoneogeneze 3 26 0.0095
Glykolyza 3 39 0.0209,
Endoplasmatické retikulum 3 118 0.0487
Bunécné spoje 11 2050 0.0089
Plasmatickd membrana 15 4531 0.017,

U mysi domaci a hraboSe polniho byly jako spole¢né proteiny identifikovany pifevazné
proteiny podilejici se na glykolyze a glukoneogenezi (Enol, Fbpl, Gapdh a Pgk2). Na

metabolismu hexdzy se navic podili protein SORD. Proteiny kodované geny Pdia3, Prdx1,
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Cat, P4hb, Enol a Aldhlal se podili na oxida¢n¢ redukénich procesech. VétSina
identifikovanych proteinii jsou proteiny bunénych spojii nachazejicich se na plazmatické
membran¢ véetné diive zminénych desmosomalnich proteini koédovanych geny Jup, Dsglb

a Pkpl.

5.3.2.2.3. Analyza spole¢nych proteinti pro mysici lesni a hrabose polniho

Obr. 35.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem mysice lesni a hraboSe polniho.

V nasledujici tabulce jsou zaznamenany bunééné komponenty a biologické procesy,

ve kterych se uplatiiuji ndmi analyzované proteinové fady.

Tab. XV.: Analyza genové ontologie ndmi identifikovanych proteini AF/MA

Glukoneogeneze 3 26 0.0053
Metabolismus pyruvatu 5 63 0.00026
Metabolismus ADP 4 46 0.0019
Glykolyza 3 39 0.0123,
Vlaknity plast spermie 2 13 0.0481
Bicik spermie 4 134 0.0294
Lysosom 5 458 0.0481,
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U mySice lesni a hraboSe polniho opét nalézame proteiny spojené s glykolyzou
a glukoneogenezi (Pgk2, Fbpl, Pgam2 a Eno1l). Na metabolismu ADP se navic podili protein
AK1. U metabolismu pyruvatu nachdzime proteiny kodované geny Pgk2, Pdhb, Enol
a Ldhb. Dale zde mizeme nalézt proteiny histonti Hist1h2bp, Hist1h4a a Hist1h2ak.

5.3.2.2.4. Analyza spolecnych proteint pro vSechny tfi zkoumané druhy

% /12:\
[ S S

Obr. 36.: Konektivita mezi proteiny nejvice odliSujicimi spermie s dlouhym a kratkym
apikalnim hackem, které jsou spole¢né pro vSechny tfi zkoumané druhy.

V nasledujici tabulce jsou zaznamendny biologické procesy, ve kterych se uplatiuji

nami analyzované proteiny.

Tab. XVI.: Biologické procesy, na kterych se podili ndmi identifikované proteiny spole¢né
pro vSechny tfi studované druhy.

Glukoneogeneze 3 33 0.0113
Metabolismus uhliku 3 122 0.0129,

U vSech tif zkoumanych druhi byly nalezeny spole¢né proteiny podilejici
se na glukoneogenezi (Enol, Fbpl a Pgk2) Na metabolismu uhliku se podili proteiny FBP1,
PGK2 a CAT. Protein ALDH1A1 dokaZe oxidovat retinaldehyd na kyselinu retinovou. Déle
zde nachdzime ANXA2 - anexin A2, coz je protein vazajici membranu regulovany

vapnikem.
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5.3.3. Porovnani vysledki diskrimina¢ni analyzy a metody Random

Forest

Nejprve byly porovnany Vennovy diagramy z pfedchodich analyz, aby bylo mozné

porovnat, kolik shodnych proteinti detekovaly pouzité analyzy.

Mys DA Mysice Mys RF Mysice

Hrabo$ Hrabhos

Obr. 37.. Venovy diagramy porovnavajici mnozstvi shodnych proteini urcenych
diskriminac¢ni analyzou a metodou strojového uceni (RF) mezi jednotlivymi druhy.

Nasledné byla porovnana shoda mezi osmdesati nejvice diskriminujicimi proteiny
uréenymi diskrimina¢ni analyzou a metodou strojového uceni (RF) v rdmci kazdého druhu.
Pro kazdy druh byl vytvofen Venniv diagram a bylo urc¢eno, kolik proteini bylo shodné
vyhodnoceno jako nejvice odlisujici spermie s dlouhym a kratkym apikalnim hackem obéma

metodami.

Poté byly stejnym zplsobem vytvoreny Vennovy diagramy i pro proteiny pouzité pro
mezidruhovou analyzu, tzn. naptiklad proteiny spolecné pro mys a mysici, které vyhodnotila
diskriminacni analyza jako nejvice odliSujicii spermie s dlouhym a kratkym apikalnim
hackem, byly porovnany se stejnou mnozinou proteinii vyhodnocenou pomoci metod

strojového uceni (RF).
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Mysice DA Mysice RF

Hrabos DA Hraho§ RF MM/MA DA MM/MA RF
MA/AF DA MA/AF RF
MM/AF DA MM/AF RF
MM/AF/MA DA MM/AF/MA RF

Obr. 38.: Venovy diagramy porovnavajici shodu proteinii ur¢enych diskrimina¢ni analyzou
a metodou strojového uceni (RF).
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V nasledujici tabulce jsou zaznamenany proteiny, které se nachazi vzdy v priniku vyse

vyobrazenych Vennovych diagrami, tzn proteiny, které¢ byly vyhodnoceny jako

signifikantni pomoci diskrimina¢ni analyzy i metody strojového uceni (RF).

Tab. XVII.: Signifikantni proteiny odliSujici dlouhé¢ a kratké spermie identifikované pomoci
obou pouzivanych metod, tzn. dikrimina¢ni analyzy i Random Forest.

Lypd4
Myh9
Tf

Alb
Actb
Tgml

Hal

Tex101
Npm1l
Pkpl
LyzI1
Zp3r
Spacal
Blmh
Arhgdia
Art3
Tppp2
Prkar2a
Fbpl

Acr
Pgk2
Pdia3

Psmb4
Sord
Oxct2a
Lcn5
Akap4

MM

Serpina3k

Sdha
Ptgds
Dpep3
Glipr1ll
Hpx
Eif6
Poflb
Tubb4b
Gpi
Dsp
Ca2
Jup
Aldoa
Mdh2
Ddt
Cat
Spaca3
Prdx2
Uba52
Dsglb
Actcl
Vim
Odf2
Anxa2
Gsdma
Gapdh
Cfll

Shmt1
Psmcl
Pgam?2
Uba52
Tppp2
Akl
Pgkl
Histlh4a
Ldhc
Ldhb
Ddt
Pitpna
Rab14
Ppp2rad
Hal
Ropnl
Rab11b
Prkaca
Ttn
Uchli3
Fkbpla
Mp!
Psmal
Plbd1
Ca2
Prps1
Prkarla
Hsp90aal

AF

Ube2I3
Tubb4b
Mdh2
Psma8
Pebpl
Dsp
Pgk2
Fbpl
Gpi
Ptgds
Hspaill
Nme2
Hist1h2ak
Psma6
Pdhal

MA
Lmna Pebpl
Ggct Histlh4a
Anxad Gapdh
Gstm7 Histlh2ak
Gsta3 Gstml
Ctsd Hist1h2bp
Tgml Pdia4
Pkp1 Hba
Gludl Krt76
Ldhb Aldhlal
Eeflg Gsdma
Hspa2 Msn
Map3k1l Ranbpl
Psmd4 Mup17
Anxab Gnb2I1
Gnmt
Tkt
Gstp2
Dsglb
Enol
Pdia3
Acrvl
Ppplcc
Sord
Ptgds
Manf
Jup
Ckb

MM/AF
Hal
Tppp2
Fbpl
Pgk2
Tubb4b
Gpi
Dsp
Ca2
Mdh2
Ddt
Uba52
Ptgds

MM/MA
Tgml
Pkp1
Pdia3
Gsdma
Gapdh
Sord
Ptgds
Jup
Dsglb

AF/MA
Histlhda
Ldhb
Pebpl
Histlh2ak
Ptgds

MM/AF/MA
Ptgds

Nakonec byly porovnany tabulky s vyhodnocenymi biologickymi procesy

a bunéénymi komponentami, ve kterych se nami identifikované proteiny uplatiuji. Do

tabulek byly navic poznamenany nazvy genii kodujicich proteiny, které se zapojuji do

biologickych procest se signifikanci hladinou vyznamnosti a navic mezi nimi byla objevena

konektivita.
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Tab. XVIIL.: Porovnani biologickych procesi a bunéénych komponent vyhodnocenych
jako signifikanti pro nami analyzované proteiny pomoci metod strojového uceni (RF)
a diskriminacni analyzou v rdmci dané¢ho druhu. V tabulce jsou vzdy vypsany ndzvy genil
kédujici proteiny, které byly zapojeny do uvedenych biologickych procest se signifikantni
hladinou vyznamnosti.

DISKRIMINACNI ANALYZA MM RANDOM FOREST MM
Biologicky proces P hodnota Proteiny Biologicky proces P hodnota Proteiny
Vazba spermii na zona pellucida 0.009 Sord Glukoneogeneze 0.0013| Psma2/3/6
Metabolismus karboxylovych kyselin 0.0438 Pgk2 Proteasomalni katabolické procesy 0.0013| Psmb4
Motilita bic¢iku spermii 0.0438 Ldhc Gapdh
Metabolismus hexdzy 0.0438 Fbpl Gpil
Zo3r Fbp1
Akrozomalni matrix 0.0111 Acr Akrosomalni matrix 0.0069 Pgk2
Akrozomalni membrana 0.0098| Tex101 Proteasomalni komplex 0.00011 Acr
Akrozomalni vacek 6.14*10°|  Gliprll1 Plasmaticka membrana 0.0089, Zp3r
DISKRIMINACNI ANALYZA AF RANDOM FOREST AF
Biologicky proces P hodnota Proteiny Biologicky proces P hodnota Proteiny
Syntéza laktatu z pyruvatu 0.016 Psmal Biosyntéza laktatu z pyruvatu 0.0182 Ldhc
Metabolismus ADP 0.0022| Psmc1/2/3/6 Glukoneogeneze 0.0091 Ldhb
Metabolismus pyruvatu 0.0003 Psmd4 Metabolismus ADP 0.0025 Mpi
Glykolytické porcesy 0.0163 Uchi3 Metabolismus pyruvatu 0.0013 Pgk2
Katabolické procesy 0.0042 Akl Pgam2
Mpi Akl
Bunécéné komponenty P hodnota Ldhc Bunécné komponenty P hodnota Fbpl
Proteasom regulaéni partikule 7.78*10°® Ldhb Plasmaticka membrana spermie 0.0363| Hsp90aal
Proteasomalni komplex 5.53%107 Aldoa Bicik spermie 0.0269| Tppp2
Bicik spermie 3.56*10° Pgam Cytoplazma 0.00041
DISKRIMINACNI ANALYZA MA RANDOM FOREST MA
Biologicky proces P hodnota Proteiny Biologicky proces P hodnota Proteiny
Oxidacné-redukéni procesy 0.0014 Sord Glykolyza/glukoneogeneze 0.0019 Ldhb
Metabolismus aminokyselin 0.0374 Got2 Metabolismus glutathionu 0.0305 Fbpl
Gludl Pgkl
Ppplcc Gapdh
Atp5al Ggct
Ckb Gsta3
Gnmt Gstm7
Gstp2 Jup
Bunécné komponenty P hodnota Gsta3 Pkp1l
Cytoplasma 6.68*107 Gstm7 Desmosomy 0.0214| Dsglb
Membrany organel 0.0003 Pdia3 Cytosol 0.0214
Mitochondrialni membrana 0.0142, Ldhb

Z tabulek je patrné, ze ob¢é metody vyhodnotily jako signifikanté diskriminujici trochu jiné
proteiny, ackoli tyto proteiny plni podobné funkce. U mysi domaci byly pomoci obou metod
identifikovany proteiny podilejici se na metabolismu sacharidd. U mySice lesni vysla
analyza téméf shodné. Jako sigifikantni byly vyhodnoceny proteiny podilejici se na
metabolismu pyruvatu a ADP. Signifikantni proteiny hraboSe polniho jsou opét metabolické

proteiny Ucastnici se glykolyzy a metabolismu aminokyselin.
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Tab. XIX.: Porovnani biologickych procesti a bunéénych komponent vyhodnocenych jako
signifikanti pro nami analyzované proteiny pomoci metod strojového uceni (RF)
a diskriminac¢ni analyzou mezi jednotlivymi druhy.

DISKRIMINACNI ANALYZA MIM/AF RANDOM FOREST MM/AF
Biosyntéza methylglyoxalu 0.007 Pgk2 Glykolyza 0.0426 Gpil
Metabolismus sukcinyl-CoA 0.0202 Gpil Glukoneogeneze 0.0203 Fbpl
Metabolismus fruktozy 0.00066 Pgam2 Metabolismus NADH 0.0203 Pgk2
Glukoneogeneze 0.00019 Aldoa Metabolismus glukdzy 0.0203 Enol
Glykolyza 0.00041 Fbpl Metabolismus ATP 0.0426| Atp5Sb
Vazba spermie na zona pellucida 0.00037 Ldhc Mdh2
Metabolismus pyruvatu 0.0001 Zp3r
Zpbp
Akrozomalni matrix 0.0088 Acr Cytoplasma 0.0029
Alfa podjednotka proteasomu 0.0149 Psma8 Membrany 0.0073
Vldknity plast spermie 0.00083 Psmal
Receptorovy komplex pro zona pellucic 0.0242
DISKRIMINACNT ANALYZA MM/MA RANDOM FOREST MM/MA
Oxidoreduktazova aktivita 0.036 Pdia3 Biosyntéza hexdzy 0.00072 Enol
Pdiad Glukoneogeneze 0.0095 Fbpl
Ptgds Glykolyza 0.0209| Gapdh
Jup Pgk2
Pkpl Sord
Dsglb Pdia3
Prdx1
Cat
P4ha
Enol
Aldhlal
Desmosom 0.0025 Endoplasmatické retikulum 0.0487 Jup
Bunécné spoje 0.0089 Dsglb
Plasmaticka membrana 0.017 Pkpl
DISKRIMINACNI ANALYZA AF/MA RANDOM FOREST AF/MA
Biosyntéza malych molekul 0.0325 Psmd4 Glukoneogeneze 0.0053 Pgk2
Reakce na organickou slou¢eninu N 0.0325 Psmc6 Metabolismus pyruvatu 0.00026 Fbpl
Psmc2 Metabolismus ADP 0.0019f Pgam2
Glykolyza 0.0123 Enol
AK1
Proteazomalni komplex 0.00076 VIaknity plast spermie 0.0481 Pdhb
Bi¢ik spermie 0.0294 Ldhb
Lysosom 0.0481
DISKRIMINACNT ANALYZA MM/AF/MA RANDOM FOREST MM/AF/MA
Biologicky proces P hodnota Proteiny Biologicky proces P hodnota Proteiny
Biosyntéza malych molekul 0.0325 Dsglb Glukoneogeneze 0.0113 Enol
Reakce na organickou slouc¢eninu N 0.0325 Jup Metabolismus uhliku 0.0129 Fbpl
Sord Pgk2
Bunécné komponenty P hodnota Ptgds Cat
Proteazomalni komplex 0.00076 Aldhlal
Anxa2

V mezidruhovém porovnani mysi a mySice 1ze opét pozorovat, Ze se analyzované proteiny
1181, ackoli se Gi€astni stejnych procest, prevazné metabolismu sacharidii. Mezi spole¢nymi
proteiny mysi a hraboSe a mySice a hraboSe, ur€enymi diskrimina¢ni analyzou nebyla
nalezena silna konektivita, a proto nebylo mozné identifikovat vice biologickych procest,
kterych se proteiny ucastni. Metoda strojového uceni vyhodnotila jako signifikanté

diskriminujici proteiny Ucastnici se glykolyzy a glukoneogeneze.
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5.3.4. Analyza diskriminujicich proteini bez ohledu na druh

U proteint ur¢enych obéma anylyzami jako diskriminujici proteiny pro vSechny tfi
druhy a déle u proteind, u kterych byla identifikovana konektivita, byla testovana rozdilnost
hodnot pro spermie s kratkym apikalnim hackem a pro spermie s dlouhym apikalnim
hackem. Pro analyzu byl vyuzit Wilcoxoniv test. Grafy vSech testovanych proteinti jsou
zobrazeny v pfiloze 9. Nasledn¢ byly vybrany jen ty proteiny, u kterych byl patrny stejny
trend pro vSechny tii druhy, ackoli podle Wilcoxonova testu nevysel signifikantni. Tyto
grafy jsou zobrazeny v piiloze 10. Pro proteiny se stejnym trendem u vSech tfi druht byla
vytvofena spole¢na tabulka abundanci téchto proteind, kde byly spojeny kratké spermie
vSech ti1 druhti do jedné skupiny a dlouhé spermie vSech druhii do druhé skupiny. Na zékladé
téchto dat byly znovy vygenetovany grafy zobrazujici intenzitu signalu proteinil u dlouhych
a kratkych spermii bez ohledu na druh. Touto analyzou bylo odhaleno Sest proteind,

u kterych vysel signifikantni trend.
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Obr. 39.: Analyza intenzity signdlu jendotlivych proteinti, které vykazuji signifikantni trend
bez ohledu na druh. Z grafu je patrné, ktery protein mél vétsi signél u spermii s kratkym
apikalnim hackem, a ktery u spermii s dlouhym apikalnim hac¢kem.

Proteiny SORD, FBP1, PGAM2 a PPPICC hraji klicové role v metabolismu
gluko6zy. Protein MUP17 je lipokalin, ktery do své struktury dokaze vézat ligandy a pfenaset
tak rizné organické latky. Protein TPPP2 je tubulin polymerdza a podili se na dynamice

mikrotubulu.
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6. Diskuze

V této diplomové praci jsme zkoumali vztah mezi morfologii spermii hlodavci
a slozenim jejich proteomu. VétSina vyzkumi provadénych na hlodavcich je provadéna na
mysi domaéci, ktera je bézné vyuzivana i pro vyzkum reprodukce. Jedna se o dobie popsany
druh, ktery ma i dobfe anotovany genom. Otazkou vsak zlstava, zda fakta, ktera plati u mysi
domaci, plati i u ostatnich divokych zvitat. Divoké druhy nejsou pro vyzkum reprodukce
ptili§ vyuzivané, protoze nejsou jednoduSe dostupné a maji omezené reprodukéni obdobi.
Dalsim problémem je, Ze nemaji anatovany genom a proto vysledky vyzkumu nemusi byt
pfesné z diivodu mapovani na cizi genom. Proto je dulezité objasnit, zda je mozné zkoumat
divoké druhy bez znalosti jejich gonomu a nasledné je tispé$né namapovat na cizi genom.
V této praci nds zajimalo, zda budeme po namapovani divokych druhi na mysi genom
schopni detekovat trend mezi spermiemi s dlouhym a kratkym apikalnim hackem a jestli

tento trend nalezneme u stejnych proteint pro vSechny tii zkoumané druhy.

Po provedeni analyzy variability spermii byla nejvyssi variabilita neméfena mezi
délkou apikalniho hacku. Tato variabilita byla srovnatelna s variabilitou plochy hlavicky
a u vSech druhtl byla prokazéna pozitivni a signifikantni korelace mezi témito rozmery.
Vzhledem k tomu, Ze byla variabilita mezi témito rozméry srovnatelna, byly pouZity pro
analyzu pouze proteiny akrozomalniho vacku, protoze pti analyze proteini celé spermie by
bylo velmi obtizné detekovat rozdily mezi proteiny a urcit, zda jsou rozdily zplsobené
morfologickou variabilitou. NejvySsi variabilita mezi jedinci byla pozorovdna u mysice
velikost akrozomu souvisi s oplozovaci schopnosti. U mySi doméci byla prokazana
promiskuita ve 23 % piipadi (Dean et al. 2006), u hrabose polniho je to 50 % ptipadd
(Borkowska a Ratkiewicz 2010). Mysice lesni je promiskuitni ze 60 % (Bryja et al. 2008),

coz se pravdépodobné odrazi na variabilité¢ mezi spermiemi.

Pomoci analyzy hmotnostni spektrometrii jsme po odstranéni kontaminanti dostali set
277 bilkovin, u kterych bylo mozné zmétit hodnotu abundance proteinu. Nejvice proteinti
bylo identifikovano v akrozomu mysSice lesni, konkrétn¢ 239 proteinii. U hrabose polniho
bylo identifikovano 194 proteinti a u mysi domaci 179 proteinti. Ackoli by se dalo o¢ekavat,
Ze nejvice proteinti bude nalezeno u mysi domaci, vzhledem k mapovani vSech proteinti na
mysi genom, u mysice bylo odhaleno o 60 proteint vice. Je pravdépodobné, Ze ditvodem je
op¢t rozdilnd mira promiskuity vybranych druhii. Je prokazano, ze druhy s vyssi urovni

kompetice spermii maji vétsi akrozom, ktery obsahuje vice proteint (Vicens et al. 2017).
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Toto tvrzeni potvrzuji i morfometrickd data z tohoto experimentu, kde mély mysice

prokazatelné nejdelsi apikalni hacky.

Jako nejvice diskriminujici protein byl uren protein kodovany genem Crispl. Protein
CRISP1 je tfinacty nejpocetnéjsi protein u mysi domaci a zaroveinn nebyl identifikovan
u mysice ani u hrabose. Jedna se o sekrecni protein 1 bohaty na cystein, ktery ma pomahat
spermiim podstoupit proces zrani, zatimco se pohybuji z varlete do chamovodu. Vzhledem
k tomu, Ze mysice ani hrabo$ nemaji anotované genomy a vSechny proteiny byly mapovany
na genom mysi, je slozité urcit, zda urcité proteiny nebyly u druhti identifikovany, protoze
se u nich nevyskytuji, nebo proto, ze vykazuji jistou miru odliSnosti a nebylo mozné je dobie
namapovat. Nicméné¢ graf zobrazujici abundanci proteinti v§ech tfi druhti naznacuje, ze mezi
proteomem jednotlivych druht se vyskytuji odliSnosti, které ale mohou byt zptisobeny
odli$nosti druhil, nikoli Spatnym mapovanim. Napiiklad u mysSi domaci bylo identifikovano
26 proteint specifickych pouze pro mys domaci, které nebyly identifikovany u zddného ze
zbyvajicich druht. Jedna se predevsim o proteiny zapojené do rozpoznani spermie a vajicka
v pocatecnim kroku kontaktu mezi plazmatickou membranou spermie a zona pellucida
vajicka béhem oplozeni. Konkrétn€ jde o proteiny SPACA3 a SPESP1. Protein SPACA3 je
protein 3 asociovany se spermatickou akrozomalni membréanou, ktery se podili na adhezi
a fizi plazmatické membrany spermie s vajickem. Je tedy pravdépodobné, Ze se tento protein

1i81 od proteinii zastupujicich tuto funkci u ostatnich druhi.

Pifi analyze konektivity nejvice diskriminujicich proteinli jednotlivych druht byly
u vSech druhii objeveny proteiny ucastnici se metabolismu glukozy. Mezidruhovym
porovnanim se nam podatilo identifikovat 4 proteiny spole¢né pro vSechny tfi druhy, které
odlisuji spermie s dlouhym a kratkym apikalnim hac¢kem, pomoci diskrimina¢ni analyzy a 11
spole¢nych proteinli pomoci metody strojového uc¢eni Random Forest (RF). Je patrné, ze
konvenéni statistické metody jsou méné senzitivni a nejsou schopné detekovat malé rozdily
mezi hodnotami. Vzhledem k nizkému poctu porovnavanych vzorkil vychazi pti jakékoli
mife rozdilnosti vZzdy nizkd hodnota signifikance. Urcitou roli milZzeme pfisuzovat
1 problémim s mapovani, kdy hodnoty abundance nékterych proteinli vychazi nulové,
protoZze nebylo mozné proteiny spravné namapovat. V kazdém piipade se zd4, ze Random
Forest je mnohem senzitivnéj$i nez neparamterick¢ metody. Diskriminacni analyza nam
ukazala, ze se proteomy jako celek odliSuji, ale metoda Random Forest zalozend na
hierarchickém klastrovani ma pravdépodobné lepsi rozliSovaci schopnost a zdd se byt

citlivéj$i k odhaleni trendu dtlezitych proteinti v redlnych dimenzich, nez diskriminacni
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analyza. Pomoci metod strojového uceni se nam podafilo odhalit jedenact proteini
spole¢nych pro vSechny druhy, z ¢ehoz u péti proteind byl objeven patrny trend, ktery ale
dle Wilcoxonova testu nevysel signifikantni, protoze jsme porovnavali nizky pocet vzorkl
(3 kratké a 3 dlouhé¢). Ze Ctyt spolecnych proteinil identifikovanych pomoci diskriminaéni
analyzy byl nalezen trend u dvou, pfi¢emz jeden z téchto dvou proteinti byl identifikovany
i pomoci metody RF. Z tohoto porovnani 1ze opét usuzovat, ze metody strojového uceni jsou
pro analyzy s nizkym poctem vzorki citlivéjsi a jsou schopné odhalit trend, prestoze
prostiednictvim konvencnich statistickych metod nelze oznacit tento trend pii nizkém poctu

vzorkl za signifikantni.

Celkem byl nelezen trend u $esti proteint z celkového poctu 14 spole¢nych proteinti
identifikovanych obéma metodami, pfi¢emz pét z nich bylo identifikovanych pomoci RF.
Jedna se o proteiny SORD, ENOI1 a FBPI1, coZ jsou proteiny ucastnici se metabolismu
glukozy a tim padem maji vliv na hladinu energie vyuzitelnou pro motilitu spermie. Protein
SORD je sorbitol dehydrogenaza, kterd hraje klicovou roli pii pfeméné gluko6zy pres sorbitol
na fruktézu. Sorbitol tak mlze slouzit jako alternativni zdroj energie pro motilitu spermiti
(Cao et al. 2009). Protein ENOI je alfa-enoldza a jedna se o glykolyticky enzym, ktery se
podili na tvorbé ATP (Nakamura et al. 2013). Protein FBP1 je frukto6za-1,6-bisfosfataza
a katalyzuje hydrolyzu frukt6zy-1,6-bisfosfatu na fruktozu-6-fostat, a tim ptisobi jako enzym
omezujici rychlost glukoneogeneze (Zhang et al. 2010). Tyto proteiny, se vzdy nachazely ve
vétsim mnoZstvi u spermii s del$im apikalnim hackem, neZ u spermii s kratkym apikalnim
hackem. Z toho lze usuzovat, Ze spermie s delSim apikalnim hackem maji vykonné;si
energeticky metabolismus a tim padem maji 1 lepSi oplozovaci schopnosti, coz odpovida
zjisténi, Ze spermie s del§im apikalnim hackem mayji lepsi oplozovaci schopnosti a dokazi
plavat rychleji (Varea-Sanchez et al. 2016). DalSim proteinem, u kterého byl odhalen
spole¢ny trend, je protein PPP1CC2, coz je serin/threonin-protein fosfataza. Tento protein
nepatii do skupiny spolecnych proteina signifikantné diskriminujicich spermie s dlouhym
a kratkym apikalnim hackem vSech tfi druhti, ale byl vybran na zaklad¢ analyzy konektivity
mezi diskriminujicimi proteiny. Protein PPP1CC2 se podili na metabolismu glykogenu a je
nezbytny pro samci plodnost, spermatogenezi a morfologicky vyvoj spermii (Sinha et al.
2012). NasSe data ukazuji vyssi hladiny tohoto proteinu u spermii s del§im apikalnim ha¢kem,
coZ znovu naznacuje, ze spermie s delSim apikdlnim hackem budou mit lepsi oplozovaci

schopnosti.
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Je vSak nutné zminit, Ze tyto proteiny nejsou v akrozomu funkéni a metabolismus
sacharidi v akrozomu neprobihd. Protein SORD je ptivodné lokalizovany v bi¢iku spermie
(Cao et al. 2009). Je prokazatelné, ze v akrozomalnim vacku se vyskytuji i jiné nez
akrozomalni proteiny, které¢ v tomto vacku nemaji zjevnou funkci. Tento fakt by byl
v souladu s tvrzenim, ze akrozom by mohl slouzit jako odpadni vacek pro proteiny, které
nejsou jiz potieba pro dalsi zivot spermie (Maci¢kova 2021). Zaroven by bylo pro spermii
mozné se zbavit toxickych molekul, které jsou pro vajicko nezadouci. Tvrzeni, ze obsah
akrozomu pro oplozeni neni esencialni, jiz diive nastinily nékteré studie. Je prokazano,
ze velka cast spermii projde akrozomadlni reakci dfive, nez dojde ke kontaktu se zona
pellucida (Inoue et al. 2003; Jin et al. 2011). V této studii, provadéné na mysich s mutovanym
genem pro protein CD46, bylo prokazano, Ze spermie bez tohoto proteinu podstupuji
pfedcasnou akrozomalni reakci dva krat tak castéji nez mysi s aktivnim Cd46. Zaroven ale
jedinci s mutovanycm CD46 neztratili schopnost oplozeni a jejich vrhy byly vétsi, nez vrhy

kontrolnich mysi (Inoue et al. 2003).

Toto tvrzeni by ale vyvracelo pohled na pfitomnost proteazomalnich proteinii
v akrozomu. Dle Sutovského (Sutovsky et al. 2004) je ubikvitin-proteazomalni dréha
zapojena do penetrace zona pellucida u savcii. Tato teorie predpoklada, ze se proteasomalni
proteiny podili na degradaci ubikvitinovanych proteinli zona pellucida vajicka a tim
umoziuji penetraci spermie skrz zona pellucida. Dale uvadi, Ze inhibice proteazomil ma za
nasledek nulovou uspésnost oplozeni (Sutovsky et al. 2004). Vzhledem k tomu, Ze Inoue
(Inoue et al. 2003) potvrdili, ze ztrata akrozomu nesnizuje oplozovaci schopnost spermii,
naopak ji mize i zvysit, tak se tyto dva nazory z velké ¢asti vylucuji a bude zapotiebi dalsich

studii, aby mohla byt tato problematika objasnéna.

Proteiny proteazomdlniho komplexu byly v akrozomu odhaleny i v této praci,
a dokonce u nich byl objeven trend mezi v§emi tfemi zkoumanymi druhy. V nasem ptipadé
se jedna o proteiny PSMA1, PSMAS8 a PSMD4. Proteiny PSMA1 a PSMAS jsou alfa-
podjednotky 20S proteazomu. Tyto dva proteiny se vyskytuji ve vétsim mnozstvi u jedincii
s delSim apikélnim hackem, i kdyZ u hraboSe nebyl tento trend tak patrny, jako u mysi
amysSice. Naopak ne-ATP4zova regulacni podjednotka proteazomu 26S PSMD4 vykazovala
jasny trend u hraboSe a mysice, kdy bylo opé€t vétsi mnozstvi proteinti detekovano u spermii
s dlouhym apikalnim hackem. U mysi domaci tento protein nebyl detekovan. Proteazom je
u spermii nejvice aktivni béhem spermiogeneze, kdy dochdzi k tvarovani spermie a redukeci

nepotiebného bunécného materidlu, ktery je uren k degradaci. Je tedy mozné, ze
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proteasomalni proteiny mohou v akrosomu piedstavovat jiz jen odpadni proteiny, které
splnily svou funkci béhem spermiogeneze a nemaji byt preneseny do oocytu béhem

oplozeni.

Stejné tak bylo u spermii s delsim apikélnim hackem identifikovano vice proteinu
TPPP2, coz je tubulin polymeraza podilejici se na regulaci dynamiky mikrotubuld, jehoz
inhibice zplsobuje vyznamn¢ sniZzenou motilitu spermii a snizeny obsah ATP. Nedostatek
tohoto proteinu vede ke snizené motilit¢ spermii a plodnosti (Zhu et al. 2019). Tato fakta se
op¢t shoduji s teorii, Ze spermie s dlouhym apikalnim hackem maji lepsi oplozovaci
schopnosti (Varea-Sanchez et al. 2016). Tubulin je vSak hlavni slozkou bi¢iku a v akrozomu
nebyla prokdzana jeho funkce, na rozdil naptiklad od aktinu. Existuje hypotéza, Ze se
mikrotubuly ucastni membranového ptenosu mezi Golgiho aparatem a akrozomem béhem
prvnich krokl diferenciace spermatid (Moreno et al. 2006). Je tedy mozné, Ze i1 protein
TPPP2 a dalsi proteiny spojené s tubulinem se v akrozomu nachazi pouze jako poztstatky

po dokoncené spermatogenezi.

Spole¢ny trend byl identifikovan 1 u dalSich tfech proteinti podilejicich se na kontrole
hladiny toxickych molekul, jako retinolu, pfipadn& kyseliny retinové, jejichZ nadbytek
v buiice pusobi cytotoxicky. Jedna se o proteiny aldehyd dehydrogenazu (ALDHIAT1)
a prostaglandin-H2 D-isomerazu (PTGDS), ktera katalyzuje pteménu prostaglandinu H2 na
prostaglandin D2, ktery pfispiva ke spravné diferenciaci samcich zarode¢nych bunék
(Moniot et al. 2014). Opacny trend, tedy vétSi mnozstvi proteinu u spermii s kratkym
apikalnim hackem, byl identifikovan u proteinu MUP17. Protein MUP17 patii do rodiny
lipokalintl, coz jsou globuléarni transportni proteiny s konformaci osmivlaknového betabarelu
se schopnosti vazat uvniti malé organické molekuly (Stopkova et al. 2009). Tento protein
byl zatim identifikovan v akrozomu u mys$i doméci, kde mize mit protektivni ¢i signdlni
funkci pro chemickou komunikaci spermie a oocytu (Kwak et al. 2016; Otéendskova 2019;
Stopkova et al. 2021). V této praci potvrzujeme pritomnost hlavnich mocovych proteinii
1 v akrozomu mysSice lesni a hraboSe polniho. Tento protein byl nejvice podobny mySimu
proteinu MUP17. Zjistujeme, Ze je to jeden z proteintl, ktery nejvice odliSuje dlouhé a kratké
spermie a vykazuje stejny trend u vsSech tii druhii. Zéaroven je to jeden z nevice

diskriminujicich proteini mysice lesni.

Dale byly identifikovany proteiny, u kterych byl patrny trend jen u mysi a mysSice.
Tyto druhy jsou si fylogeneticky pfibuznéjsi, proto u nich pravdépodobné nachazime vice

spole¢nych proteinl a vice proteini vykazuje stejny trend. U hrabosSe a mysi, nebo hrabose
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a mysice, nebyly identifikovany proteiny, které by vykazovaly signifikantni trend jen
u téchto dvou druhd. I pfi analyze spole¢nych proteini pomoci diskriminacni analyzy nebyla
identifikovana tak silna konektivita mezi proteiny jako mezi mysi a mysici. Proteiny s vyssi
mirou konektivity byly mezi hraboSem a dal$im zkoumanym druhem objeveny az pomoci
metody strojového uceni (RF), coz znovu potvrzuje nase tvrzeni, ze metody strojového uceni
maji lepsi senzitivitu.

Spermie mysi a mysic s delSim apikalnim hackem mély vice proteinu ZP3R, coz je
receptor vazajici glykoprotein ZP3 na zona pellucida a podili se interakci mezi zona
pellucida vajicka a spermii béhem oplozeni (Bookbinder et al. 1995). VétsSina proteind se
spoleCnym trendem pro my$ a mySici byly proteiny podilejici se na energetickém
metabolismu. Jedna se o proteiny AK1, ALDOA, ATP5B, GPI, PDHB, PGAM2, PGK1
aPGK2, které se vzdy vyskytovaly ve vétSim mnoZzstvi u spermii s delSimi apikalnimi hacky.
Adenylat kindza (AK1) udrzuje konstantni adenylatovy energeticky naboj vzajemnou
konverzi ATP a AMP na ADP, a tim udrzuje optimalni hladinu ATP v mistech se zvySenou
vyrobou nebo spotiebou ATP, ¢imz ovliviluje hospodafeni s energii, na kterém zavisi
motilita spermie (Cao et al. 2006). Fruktoza-bisfosfat aldodza A (ALDOA) hraje klicovou
roli v glykolyze a glukoneogenezi, stejné¢ jako glukdza-6-fosfat izomeraza (GPI),
fosfoglycerat mutaza (PGAM?2), pyruvat dehydrogenaza (PDHB) a fosfoglycerat kinazy
(PGKI1 a PGK2). Protein PGK2 je nezbytny pro plodnost samct a delece genu pro PGT2
vyrazné snizuje mnozstvi ATP a motilitu spermii (Danshina et al. 2010). Stejny trend byl
objeven i u ATP syntdzy mitochondrialni membrany ATP5B. Toto zjisténi je opét v souladu
s tvrzenim, ze spermie s delSim apikalnim hackem maji lepsi oplozovaci schopnosti
a motilitu, protoZe dokaZzi vyprodukovat vice energie (Varea-Sanchez et al. 2016). Nicméné
op¢t nachazime v akrosomu dal$i proteiny, nyni konkrétn€ mitochondrialni proteiny, které
v akrosomu nemohou plnit svou funkci a jsou zde nejspiSe jako pozlstatek po

spermiogenezi.

Delsi spermie mysi a mySice obsahovaly také podstatné vice akrosinu (ACR), coz je
serinova protedza nachazejici se v savéim akrozomu. Diive se predpokladalo, ze funkci
akrosinu je naSté€pit zona pellucida oocytu a umoZznit spermii proniknout k plazmatické
membrané oocytu. Dnes je ale prokdzané, Ze samci nesouci Uplnou mutaci v genu pro
akrozin jsou stale plodni a jsou schopni oplozeni (Baba et al. 1994), coz je v souladu
s nazorem, ze akrosomalni obsah neni esencidlni pro oplozeni a spermie jsou schopné

oplodnit vajicko i bez akrozomalniho obsahu. Tyto spermie vSak vykazuji opozdénou
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(Adham et al. 1997).

Z téchto dat vyplyva, Ze spermie s kratkym a dlouhym apikalnim hackem nejvice
odliSuji metabolické proteiny, které se vétSinou podili na metabolismu sacharidti a produkeci
energie. Na zaver této prace byly testovany jiz zminéné proteiny bez ohledu na druh a bylo
nalezeno 6 proteint se signifikantnim trendem mezi kratkymi a dlouhymi spermiemi. Jedna
se o Ctyfi proteiny podilejici se na metabolismu sacharidi, a to proteiny FBP1, PGAM2,
SORD a PPP1CC, dale MUP17, ktery, jak jiz bylo zminéno, ma protektivni nebo signalni
funkci pfi komunikaci gamet a nakonec jiz zminény TPPP2, ktery s podili na polymeraci

tubulinu.

Dulezitym zjisténim této diplomové prace bylo, Ze 4 proteiny podilejici se na
metabolismu sacharidi vykazuji stejny signifikantni trend bez ohledu na druh. Tato data
naznacuji, ze mezi vSemi tfemi zkoumanymi druhy nenachazime signifikantni rozdily a tyto
druhy vykazuji urcity spole¢ny trend proteinti odliSujicich spermie s dlouhym a kratkym
apikdlnim hac¢kem. Zaroven z téchto dat vyplyva, Ze spermie s dlouhym a kratkym apikalnim
hackem se nejvice 1iS§i na Grovni metabolismu, pfevazné metabolismu sacharidd, a ve
schopnosti produkce energie. Je vSak evidentni, ze mnozstvi téchto metabolickych proteini
je spise korelat kvality spermii, vzhledem k tomu, Ze spermie s del§im apikdlnim hackem
disponuji vét§im mnozstvi metabolickych proteinti v pritbéhu spermiogeneze, a v akrozomu
uz svou funkci neplni. Déle jsme prokazali, Ze akrozomy obsahuji fadu dalSich proteinii
z procesu spermatogeneze, které v akrozomu jiz svou funkci neplni. Toto zjiSténi je posilujici
dikaz k hypotéze, ze akrozom funguje jako organela, ktera vynasi odpadni latky do
extracelularniho prostoru. Nicméné je nutné konstatovat, Ze tato prace byla provadéna na
nizkém poctu vzorkl a k potvrzeni téchto vysledki je zapotiebi provést dalsi vyzkumy na
vétsim poctu vzorkl. Dale by bylo vhodné opakovat tento experiment s vice piibuznymi
druhy, aby bylo moZné objasnit, zda je tento trend zahrnujici metabolické proteiny sacharidii

shodny u vétSiny mySovitych hlodavct, ¢i zda se jedna o specifikum pro tyto tfi druhy.
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7. Shrnuti

1)

2)

3)

4)

5)

Morfologicka variabilita spermii i slozeni akrozomalniho proteomu mysi domaci jsou jiz
velmi dobfe prozkoumané oblasti. V této diplomové praci jsem se jako prvni zabyvala
vztahem mezi individudlni morfologickou variabilitou spermii a slozenim akrozomalniho

proteomu.

Vétsina téchto studii se provadi na mysi domaci chované v laboratornich podminkach.
Morfologie spermii se vSak mize ménit vlivem prostiedi, kde na jedince pusobi tlak
vzristajici kompetice. Proto byl tento vyzkum proveden na divokych druzich, které byly
ovlivnény prostfedim, a my tim ziskali moznost analyzovat rozdilnost morfologie a jeji
vliv na slozeni proteomu v realnych podminkéch. Pro vyzkum byly, kromé mysi doméci,

vybrany druhy mysice lesni a hrabo$ polni, které v tomto kontextu jesté nikdo nestudoval.

Namapovani proteind vSech tfi zkoumanych druhti na genom mysi domaci potvrdilo, ze
je mozné relativné Gspé€Sné mapovat proteiny na genom piibuznych druhi. V této praci
bylo identifikovano vice spolecnych proteinti mezi mysi domaci a mysici lesni, protoze

si jsou tyto druhy fylogeneticky ptibuznéjsi.

Poprvé byl identifikovan hlavni mocovy protein (MUP) v akrozomu mysSice lesni
a hrabose polniho, ktery byl doposud identifikovan jen v akrozomu mysi doméci. Protein
identifikovany u mysice lesni a hraboSe polniho byl nejvice podobny proteinu MUP17.
Tento protein u mysSi domaci slouzi pravdépodobné k chemické komunikaci, nicméné
existuje i teorie, Ze vzhledem k jeho schopnostem véazat na sebe malé organické molekuly,

by mohl slouzit i jako ochranny protein, ktery dokdze vynaset toxické latky.

Byl nalezen spole¢ny trend pro vSechny druhy mezi proteiny, které nejvice odliSuji
spermie s kratkym apikalnim hackem od spermii s dlouhym apikélnim hackem. Tento
trend byl nejc€astéji v proteinech podilejicich se na metabolismu sacharidii a produkeci
energie. Metabolismus sacharidii ale v akrozomu neprobihd, proto Ize z téchto vysledkli
usuzovat, Ze spermie s del§Sim apikalnim hackem, které by mély mit lepsi oplozovaci
schopnosti, mély pravdépodobné¢ v priabéhu spermatogeneze k dispozici vice
metabolickych proteinli pro produkci energie. MnoZstvi téchto proteinli tedy spiSe
koreluje s kvalitou spermii. Je pravdépodobné, Ze kvalita spermii do zna¢né miry zavisi

na energetickém metabolismu.
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6)

7)

Tato analyza byla provedena dvéma metodami, které byly nasledn¢ porovnany. Jednalo
se o diskrimina¢ni analyzu, jako konvencni statistickou metodu, kterd je ve vyzkumu
bézn¢ vyuzivana. Druhou metodou byla metoda strojového uc¢eni Random Forest. Bylo
prokazano, ze metody strojového uceni jsou citlivéjsi pro praci s nizkym poctem vzorkd,
a ze dokazi odhalit trend, které konvencni statistické metody neodhali, nebo nedokazi

urcit, zda je trend dostate¢né signifikantni, vzhledem k nizkému poctu vzorkd.

V akrozomalnim proteomu vSech tii druht byla odhalena fada proteinii, které pifimo
nesouvisi s oplozenim a v akrozomu nemaji zjevnou funkci. Jednd se predevSim
o mitochondrialni, proteazomalni, metabolické, desmozomalni a cytoskeletalni proteiny.
Toto zjisténi podporuje teorii, Ze akrozom nehraje roli pouze pii oplozeni, ale mohl by
slouzit 1 jako odpadni organela, do které se v pribéhu spermiogeneze uzaviou vSechny
latky, které splnily sviij ukol v pribéhu spermatogeneze/spermiogeneze a dale jiz nejsou
pro spermii potieba. Tyto latky jsou pak v akrozomu shromazdény v solubilnim stavu
a nasledn¢ odvrzeny v priibéhu akrozomalni reakce pfed oplozenim, coz by zabranilo

vniknuti téchto latek do oplozovaného oocytu, pro ktery by nebyly pfinosné.
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9. PFilohy

Piiloha 1.: Tabulky shrnujici pocty odchycenych jedinct jednotlivych druhti (1), hodnoty

morfometrického meéteni téchto jedinch (Mus musculus (2), Apodemus flavicollis (3),

Microtus arvalis (4)).

Prilohy - Tabulka 1 (Pfehled odchycenych jedincii)

Apodemus Apodemus Microtus Clethrionomys

Druh Mus musculus flavicollis sylvaticus arvalis glareolus
Sami 6 11 3 31 2

amice
Juvenilni v 11 v . v
Samci bez 1 3 2 ) 3
spermii
Samci se 14 8 1 9 0
spermiemi
Celkem 21 33 6 45 5

Prilohy - Tabulka 2 (Hodnoty morfometrického méteni jedinct Mus musculus)

Mus APIKALNI HACEK ~ PLOCHA HLAVICKY  DELKA MIDPIECE
musculus m m? m

IND Median Praimér SD Median Primér SD Median Primér SD
Mo 13769 13.804 0.860 19336 19.885 3.817 24.408 24.654 1.733
M1 12.927 12.899 0.721 18.828 19.097 2334 22941 23.193 0.999
M2 13.861 13.875 0.782 21.097 21.076 2245 24.004 24293 1534
M3 13.632  13.688 0.655 19.908 20.024 2.024 24257 24512 1434
M4 13.150 13.100 0.782 18.877 18.697 1.698 23.537 23.672 1.066
M5 13.962 13923 0.783 20.538 20255 1.994 24.150 23.879 1.409
M7 13374 13542 0.793 19364 19.165 1.948 22.587 22517 1.424
M8 13.683 13701 0.670 19.863 19.992 1.806 23.327 23.275 0.901
M9 13486 13392 0.709 18.955 19.017 2323 23305 23349 0.901
M10 13.536  13.581 0.638 19.048 19.087 1.599 23.852 24.031 0.948
Mi11 13.669  13.695 0.661 20372 20.644 1.744 22533 22927 1326
M12 13.737 13.747 1.054 19.747 19.907 2917 22.676 22.741 1.375
M13 14240 14113 1.146 23291 23244 2510 22571 22.701 1.893
M14 13562 13.668 0.840 21.020 20.787 2.134 23.455 23286 1.231

DELKA BICIKU
m
Median Pramér SD
97.102  94.701 8.435
93.378  93.194 3.850
96.734  96.638 3.877
95480 93.988 4.179
80.141  88.356 4.799
96.713  96.753 3.248
93.572  93.275 2.304
93.778  92.516 4.460
92.763 92423 1.775
96.588  96.701 3.498
95.099 94.824 2.047
93.175 93.791 3.076
93.573  93.672 3.336
94331  94.678 2.580



Piilohy - Tabulka 3 (Hodnoty morfometrického méteni jedinct Apodemus flavicollis)

Apodemus  APIKALNI HACEK

flavicollis
IND Median
Al 17.911
A2 18.068
A3 18.480
A4 17.569
A5 19.190
A6 19.092
A9 19.610
A10 18.178

pm
Primér
17.928
18.099
18.506
17.562
18.905
19.266
19.784
18.157

SD
1.054
1.259
1.391
1.351
1.349
1.109
0.812
0.719

PLOCHA HLAVICKY
pm’
Median Pramér SD
27.151 27461 3.894
237795 24270 2.822
27.134 27351 3.250
23.687 23.846 2.847
27.158  27.383 4.367
31.813 31422 2.677
34.688 34.501 3.816
26.638 26.328 2.868

DELKA MIDPIECE
pm
Median Pramér SD
27.025 27.225 2.743
27.627 27.650 1.204
26340 26254 1.322
26348  26.120 2.284
25814 25869 1.455
25734 25740 1.104
26.894 26.849 0.923
26332 26.166 1.302

DELKA BICIKU
pm
Median Pramér SD
90.634 89.506 8.618
89.848 87.338 9.217
94.120 93272 6.212
89.389  88.797 9.947
89.186 88.610 8.913
96.229  97.488 4.040
93.909 93.975 2.362
90.217 90.156 2.415

Piilohy - Tabulka 4 (Hodnoty morfometrického méteni jedinct Microtus arvalis)

PLOCHA HLAVICKY

pm’

SD Median Priamér

Microtus ~ APIKALNI HACEK
arvalis pm
IND Median Primér
Mil 11.218 11.245 1.096
Mi2 10.499 10.541 0.934
Mi3 11.085 11.192 0.862
Mi4 11477 11.579 1.115
Mi5 12.82 12.897 1.352
Mi6 1136 11.369 0.842
Mi7 12.094 12.232 1.067
Mi8 10.882  10.849 0.947
Mi9 11.981 12.187 1.252

18.451
16.532

18.04
18.829
18.837
17.828
18.361
15.545
20.177

19.035
16.621
18.344
19.062
18.508
18.091
18.294
15.962
20.264

2.433
2.178
2.354
2.827
2.260
1.767
2.228
1.973

DELKA MIDPIECE DELKA BICIKU
pm pm

SD Median Primér SD Median Prumér SD
2151 21.82 1846 58171 58505 3.624
22262 2229 0.742 58793 58479 5.178
20.949 20796 0.801 553 55204 3.396
21.676 21709 1.421 57.395 57.322 3.106
20375 20456 1.143 5574  56.18 2.127
21.725 21.562 0.832 58319 57.864 3.183
21501 21368 1.115 58975 58566 2.826
20.868 20903 0.924 59.131 58.698 2.424
21.765 21.739 1.030 58273 58.005 2.357

2.960



Kod

MO

M1
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M5

Meé

M7

M8

M9

M10

Mi11

M12

M13

M14

Al
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A4

AS

A6

A7

A8

A9

Al10

All

Piiloha 2.: Piehledova tabulka shrnujici informace o odchycenych samcich.

Druh

Mus m.
musculus

Mus m.
musculus
Mus m.
musculus
Mus m.
musculus
Mus m.
musculus
Mus m.
musculus
Mus m.
musculus
Mus m.
musculus

Mus m.
musculus

Mus m.
musculus

Mus m.
musculus

Mus m.
musculus

Mus m.
musculus

Mus m.
musculus

Mus m.
musculus

Apodemus
Sflavicollis

Apodemus
Sflavicollis

Apodemus
Sflavicollis

Apodemus
Sfavicollis

Apodemus
Sfavicollis

Apodemus
Sfavicollis

Apodemus
Sflavicollis

Apodemus
sylvaticus

Apodemus
Sflavicollis

Apodemus
Sflavicollis

Apodemus
sylvaticus

Lokalita

Chovy
Vini¢na
Brandys
n /Lab.
Brandys
n /Lab.
Brandys
n /Lab.
Brandys
n /Lab.
Brandys
n /Lab.
Brandys
n /Lab.

Brandys
n /Lab.

Brandys
n /Lab.

Brandys
n /Lab.

Brandys
n /Lab.

Brandys
n /Lab.

Brandys
n /Lab.

Brandys
n /Lab.

Brandys
n /Lab.

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Shell,
Vestec

Shell,
Vestec

Biocev,
Vestec
Svabtv
hradek,
CB
Biocev,
Vestec

(€]

Hmotnost

18.30

19.09

16.73

19.62

15.43

18.01

13.41

20.15

17.95

16.02

18.05

18.99

17.05

16.13

18.74

34.77

35.10

29.21

28.80

26.24

23.68

23.69

24.96

19.98

24.97

18.88

Varle
P (2)

0.0464
0.0643
0.0721
0.0511
0.0554

0.0427
0.0759
0.0919
0.0742
0.0967
0.0816
0.0693
0.0668

0.0574

0.5333
0.1182
0.3825

0.4403

0.4634

0.0216

Varle
L (g

0.0471
0.0646
0.0740
0.0516
0.0633

0.0391
0.0705
0.0877
0.0714
0.0930
0.0831
0.0683
0.0643

0.0568

0.5327
0.1152
0.3742

0.4172

0.4710

0.0212

Rozmér Varle

P (d*$*v ) mm

5.6

6.2

6.4

5.9

6.1

5.1

7.2

7.1

6.8

8.0

6.4

6.8

6.7

6.3

14.8

9.0

13.1

13.6

134

6.0

43

43

4.4

4.4

4.4

3.9

5.1

5.0

4.5

5.1

4.5

4.0

4.5

4.5

8.4

4.8

7.4

6.9

7.7

3.3

3.7

3.8

4.0

33

3.5

3.6

43

4.4

4.4

4.7

3.9

3.6

3.9

4.1

7.0

2.5

Objem
Varle
P mm?

373.2
424.3
471.8
358.8
393.5

299.9

661.4

654.3

564.0

803.2

470.5

410.2

492.5

486.9

4113.8

796.2

2720.5

2515.6

3025.3

207.3

Rozmér Varle
L (d*$*v ) mm

5.8 4.1 3.6
6.4 42 42
6.6 45 40
6.6 42 39
6.0 44 3.6

5.0 3.7 3.6
6.8 45 4.1
6.8 50 49
7.1 4.6 43
7.9 4.6 4.6
6.4 45 42
6.0 4.1 4.0
6.7 42 38

6.2 43 39

X X X
X X X
X X X
X X X
X X X

14.2 83 73

8.8 56 49

13.4 74 6.7

13.4 74 7.1

13.5 74 173

5.8 3l | 29

Objem
Varle
L mm?

358.6
472.9
497.6
452.8
398.1

279.0

525.5

697.8

588.2

700.2

506.7

4122

447.9

435.5

3603.8

1011.4

2782.8

2949.0

3054.7

218.4

Proteom

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ne

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ne

ano

ano

ano

ne

Poznamka

X
Bez
spermii
ID:
200507

ID:
200513

ID:
200511

ID:
200516

ID:
200514

ID:
200506

ID:
200505

ID:
200512

X
Malo
spermii

X

Bez
spermii

X

Bez
spermii



Al12

Al13

Al4

Mil

Mi2

Mi3

Mi4

Mis

Mié6

Mi7

Mi8

Mi9

C1

C2

C3

Apodemus
Sflavicollis

Apodemus
Sflavicollis

Apodemus
sylvaticus

Microtus
arvalis

Microtus
arvalis

Microtus
arvalis

Microtus
arvalis

Microtus
arvalis

Microtus
arvalis

Microtus
arvalis

Microtus
arvalis

Microtus
arvalis

Clethrionomys
glareolus

Clethrionomys
glareolus

Clethrionomys
glareolus

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Dolni
Bfezany
Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Biocev,
Vestec

Dolni
Bfezany
Dolni
Bfezany
Dolni
Bfezany

29.29

23.21

20.75

42.40

25.

22

25.72

20.66

33.85

31.24

32.26

40.07

23.99

16.12

16.41

16.43

0.0524

0.0222

0.0118

0.2660

0.1720

0.2200

0.2508

0.2876

0.2492

0.2651

0.2315

0.0063

0.0118

0.0134

0.0490

0.0181

0.0120

0.2610

0.1780

0.2325

0.3241

0.2909

0.2600

0.2674

0.2457

0.0052

0.0089

0.0128

8.0

5.2

43

9.2

10.3

10.5

10.6

9.7

10.8

32

3.9

4.6

4.0

3.0

23

6.5

6.6

7.6

7.2

7.0

7.1

2.5

2.8

2.8

3.7

2.6

2.1

5.5

6.3

6.4

6.2

6.4

5.5

2.2

2.1

2.5

495.9

169.9

87.0

1377.7

1793.9

2139.2

1982.0

1820.2

1766.5

73.7

96.1

134.9

7.7

53

4.8

9.9

113

11.0

9.6

10.2

3.0

3.6

4.8

44

2.7

24

6.8

7.8

7.1

6.9

7.2

6.9

2.8

2.6

29

3.5

2.6

2.0

6.0

6.7

6.5

6.0

6.2

5.5

2.1

2.4

2.2

496.7

155.8

96.5

1691.9

2473.6

2203.7

1907.5

1795.0

1621.4

73.9

94.1

128.3

ne

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ne

ne

Bez
spermii
Bez
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Bez
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DCélka bigiku

©

Célka bigiku

Délka midpiece higiku

DCélka bigiku

o

Plocha hlavicky

Piiloha 3.: Korelace jednotlivych rozmérti u vSech zkoumanych druht.

Korelace
Mys domaci My$sice lesni Hrabos polni
rho=0.767, p=0.002 B rho=0,833, p=0.015 ‘ rho=0.783, p= 0.017
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Piiloha 4.: Diskrimina¢ni analyza podle délky apikalniho hacku.

DISKRIMINACNI ANALYZA DLE DELKY APIKALNIHO HACKU

Mys domaci
(Mus musculus musculus)

Mysice lesni
(Apodemus flavicollis)

Hrabo3 polni
(Microtus arvalis)

X-variate 2 28% expl. var

SPLS-DA na APIKALNIM HACKU SPLS-DA na APIKALNIM HACKU SPLS-DA na APIKALNIM HACKU
Xi: AUC =094, p = 0,008 Xi: AUC =1, p= 0,025 X1: AUC=1,p=0,014
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Priloha 5.: Diskrimina¢ni analyza podle velikosti plochy hlavicky.

DISKRIMINACNI ANALYZA DLE PLOCHY HLAVICKY

Mys domaci

Mysice lesni

Hrabo3 polni

(Mus musculus musculus) (Apodemus flavicollis) (Microtus arvalis)
SPL5-DA na PLOSE HLAVICKY SPLS-DA na PLOSE HLAVICKY SPLS-DA na PLOSE HLAVICH
X1: AUC = 093, p= 0,006 X1: AUC = 0,83, p = 0,062 X1- AUC =1, p = 0,020
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Priloha 6.: Diskrimina¢ni analyza podle délky midpiece biciku.

DISKRIMINACNI ANALYZA DLE DELKY MIDPIECE BICIKU

Mys domaci
(Mus musculus musculus)

5PLS-DA na MIDPIECE BICIKU
X1: AUC =095, p =0,004
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X-variate 1. 39% expl. var
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o .
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46 04 02 00 02

Mysice lesni
(Apodemus flavicollis)

Hrabo3 polni
(Microtus arvalis)

sPLS-DA on MIDPIECE 'sPL5-DA na MIDPIECE BICIKU.
X1:AUC =1, p = 0,025 X1 AUC=1, p=0014
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Priloha 7.: Diskrimina¢ni analyza podle délky biciku.

DISKRIMINACNI ANALYZA DLE DELKY BICiKU

Mys domaci
(Mus musculus musculus)

Mysice lesni
(Apodemus flavicollis)

X-variate 2. 23% expl. var

SPLS.DA na BICIKU SPLS-DA na BICIKU
X1: AUC = 0.95, p = 0,004 X1: AUC=1, p=0,025
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X-variate 1 47% expl. var X-variate 1: 65% expl. var
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Priloha 8.: Piehledova tabulka popsanych proteint s ndzvy gent, které tyto proteiny
koduji a s jejich funkei. Veskeré informace a nazvy byly pfevzaty z databaze UniProt.org
(The UniProt Consortium 2021).

dehydrogenase, testis-
specific

specificka pro varlata

I\;:::jv Anglicky nazev proteinu Cesky nazev proteinu Funkce proteinu
Acr Acrosin Akrozin Serinova proteaza- hlavni protedza savéich spermii
A disintegrin and Disintegrinova
Adam3 metallopeptidase domain | a metalopeptidazova Rizeni migrace spermii do vejcovodu
3 doména 3
. Katalyzuje reverzibilni pfenos koncové fosfatové skupiny mezi ATP
Adenylate kinase i 4o s . . A Sy
Akl isoenzvme 1 Adenylatkinaza isoenzym 1 a AMP. Dokaze tlumit adenylatovy energeticky naboj a tim ovlivriuje
¥ motilitu spermii. AMP + ATP = 2 ADP
Cytosolova dehydrogendza, ktery katalizuje oxidaci retinaldehydu na
Aldhlal ?Xilehyde dehydrogenase Adenylatdehydrogenaza 1A1 | kyselinu retinovou- kontrola hladin retinolu a kyseliny retinové
(nadbytek mUZe byt teratogenni a cytotoxicky)
Fructose-bisphosphate . . [ . Ma kli¢ovou roli v glykolyze a glukoneogenezi (syntéza D -
Al Fruktdza-bisfosfat aldolaza A
doa aldolase A ruktoza-bisfosfat aldolaza glyceraldehyd-3 -fosfat a glyceronfosfat z D -glukdzy)
Protein vazajici membranu regulovany vapnikem. Vaze dva vapenaté
Anxa2 Annexin A2 Annexin A2 ionty s vysokou afinitou. MiZe zesitovat fosfolipidy plazmatické
membrany s aktinem a cytoskeletem a podilet se na exocytdze.
. Podjednotka 2 . komplexu Slozka dokovaciho komplexu vnéj$iho dyneinového ramene (ODA-
Armadillo repeat- v R . . N .. R . .
Armc4d o R vnéjsiho dyneinového DC), ktera zprostredkovava vazbu vnéjsiho dyneinového ramene
containing protein 4 ;o
ramene (ODA) na dubletovy mikrotubul
AtpSal ATP synthase subunit ATP syntaza podjednotka ATP syntaza mitochondridlni membrany (F 1 F o ATP syntaza nebo
alpha, mitochondrial alfa, mitochondridlni komplex V) produkuje ATP z ADP v pfitomnosti protonového
AtoSb ATP synthase subunit ATP syntaza podjednotka gradientu pfes membranu, ktery je generovan elektronovymi
P beta, mitochondrial beta, mitochondrialni transportnimi komplexy dychaciho fetézce.
Mae by 1 NI ke distri
Phospholipid-transporting | ATPaza IK transportujici uze‘byt zoc.:ipovedny @ Uer,OV?m asymeFlrlc y fillstrlbuce .
Atp8b3 . fosfatidylserinu (PS) v membranach spermii. Podili se na reakcich
ATPase IK fosfolipidy N M . .
akrozomu a vazbé spermii na zona pellucida.
. Katalyticky aktivita-2H202=2H20+0 2, slouzi k ochrané
Cat Catalase Katalza atavytlcv ya tIYIta’ 2 H - (0] 4 (0] O slouzi k ochrané
bunék pred toxickymi ucinky peroxidu vodiku.
M f M 3 y kofak y . . - L . .
Cd46 em?rane cotactor eml.:aranovy ofaktorovy MUze se podilet na flzi spermii s oocytem béhem oplozeni.
protein protein
Reverzibilné katalyzuje pfenos fosfatu mezi ATP a rlznymi fosfogeny
Ckb Creatine kinase B -type Kreatinkindza typu B - pfenos energie ve tkanich s velkymi, kolisajicimi energetickymi
naroky.
Dihydrolipoyllysine- Dihydrolipoyllysin-
i I f I feraza slozk
residue acetyltransferase | acetyltransferdza slozka Komplex pyruvét dehydrogendzy katalyzuje celkové konverze
Dlat component of pyruvate komplexu ruvAtu na acetyl-CoA a CO
dehydrogenase complex, pyruvatdehydrogendzy, Py ¥ :
mitochondrial mitochondridlni
Slozka mezibunécnych desmozomovych spojl. Podili se na interakci
Dsglb Desmoglein-1 -beta Desmoglein-1 -beta plakovych protein( a intermediarnich filament zprostredkovavajicich
adhezi burika-burika.
Dvncihl Cytoplasmic dynein Cytoplazmaticky tézky Cytoplazmaticky dynein 1 pusobi jako motor pro intraceluldrni
4 1 heavy chain 1 fetézec 1 dyneinu 1 retrogradni motilitu vezikul a organel podél mikrotubulG.
Dynil1 Dynein light chain 1, Lehky fetézec dyneinu 1,
cytoplasmic cytoplazmaticky Plsobi jako jedna z nékolika nekatalytickych doplrikovych sloZzek
Dvnil2 Dynein light chain 2, Lehky fetézec dyneinu 2, cytoplazmatického komplexu dyneinu 1.
4 cytoplasmic cytoplazmaticky
Enol Alpha-enolase Alfa-enoléza Glykolyticky enz’ym katalyzuje pfeménu 2 -fosfoglyceratu na
fosfoenolpyruvat.
Katalyzuje hydrolyzu fruktéza-1 ,6 -bisfosfatu na fruktéza-6 -fosfat
Fructose-1,6 - , . . o . R | e o P o
Fbpl . Fruktdza-1,6 -bisfosfatdza 1 | v pfitomnosti dvojmocnych kationtd, plisobi jako enzym omezuijici
bisphosphatase 1 o .
rychlost pfi glukoneogenezi.
[ Gl Idehyd-3 -fosfatdehyd iza je klicovy
Glyceraldehyde-3 - Glyceraldehyd-3 -fosfat yceral eny , osta e. v rog’enaza Je, |c0\fymvenzymem
Gapdh hosphate dehvdrogenase | dehvdrogenaza v glykolyze, ktery katalyzuje prvni krok drahy preménou D -
phosp ydrog yerog glyceraldehyd-3 -fosfatu (G3P) na 3 -fosfo-D -glyceroylfosfat.
Gl Idehyde-3 - . gty . - .
hy;sersatz yce Glyceraldehyd-3 - MUze hrat dlleZitou roli v regulaci pfechodu mezi rGznymi cestami
Gapdhs phosp fosfatdehydrogenaza, produkce energie béhem spermiogeneze a ve spermatu. Vyzaduje se

pro pohyblivost spermii a muzskou plodnost.




Hraje roli ve vazbé mezi spermiemi a oocyty. Soucast
epididymozomu, CD9-pozitivnich mikrovezikul nalezenych v oblasti

Gliprlll GLIPR1-like protein 1 GLIPR1-like protein 1 kaudy. Také se nachazi v apikalni oblasti hlavi¢ky spermie po
kapacitaci spermii, kde je slabé pfipojen k bunééné membrané
a pozdéji vyloucen do extracelularniho prostoru.
Gludl Glutamate dehydrogenase | Glutamatdehydrogenaza 1, Mitochondridlni glutamatdehydrogenaza, kterd prevadi L -glutamat
1, mitochondrial mitochondrialni na alfa-ketoglutarat.
Glycine N - . ‘ Katalyzuje methylaci glycinu pomoci S -adenosylmethioninu
Gnmt methyltransferase Glycin N -methyltransferaza (AdoMet) za vzniku N -methylglycinu (sarkosinu).
Aspartate [ . [ Ma kli¢ovou roli v intracelularni NAD(H ) redoxni rovnovaze. Je
; Aspartataminotransferdza, oy P o R L
Got2 aminotransferase, R oy dulezity pro vyménu metabolitd mezi mitochondriemi a cytosolem
. . mitochondridlni . . .
mitochondrial a pro metabolismus aminokyselin.
Glucose-6 -phosphate V cytoplazmé katalyzuje konverzi glukéza-6 -fosfatu na fruktéza-6 -
Gpil isomerase phosp Glukéza-6 -fosfat izomeraza | fosfat, druhy krok v glykolyze a reverzni reakci béhem
glukoneogeneze
Gsta3 Glutathione S -transferase Glutathion S -transferaza A3 Katalyzu!e |zomer|zaﬂcn| reakce, které pfispivaji k biosyntéze
A3 steroidnich hormond.
Gstm?7 Glutathione S -transferase | Glutathion S -transferaza Mu
Mu 7 7 Konjugace redukovaného glutathionu k velkému poctu exogennich
i - d ich hydrofobnich elektrofild.
Gstp2 (PSI;tathloneS transferase Glutathion S -transferdza P2 a endogennich hydrofobnich elektrofild
Histlh2ak | Histone H2A type 1 -K Histon H2A typ 1 -K
Histlh2bp | Histone H2B type 1 -P Histon H2B typ 1 -P Zakladni slozka nukleozomu.
Histlh4a | Histone H4 Histon H4
HK1 Hexokinase-1 Hexokindza-1 Zprostredkovava p’ocatecm krok’glykolyzy tllm, Ze katalyzuje
fosforylaci D -glukdzy na D -glukdza-6 -fosfat
Heat shock protein HSP Protein tepelného Zoku HSP Mole!<u|arn| chaperon, kFe.ry ’podp'oru!e zrani, s.trLﬂJkturaAIm Llldrzovam
Hsp90aal a spravnou regulaci specifickych cilovych proteind zapojenych
90-alpha 90-alfa " o e . . L
napfiklad do fizeni bunécného cyklu a prenosu signalu.
Plaky spojené s membréanou jsou architektonické prvky v dulezité
Jup Junction plakoglobin Spojovaci plakoglobin strategické pozici pro ovlivnéni usporadani a funkce jak cytoskeletu,
tak bunék v tkani.
Ldhb L -lactate dehydrogenase | B Retézec L -
B chain laktdtdehydrogenazy Tento protein je zapojen do syntézy laktatu z pyruvatu - soucast
L -lactate dehydrogenase | C RetézecL - fermentace
Ldhc . . .
C chain laktatdehydrogenazy
Man2b2 Epldldyn.wls-speuflc alpha- Alfa-m?@s'd?za specifickd Hraje duleZitou roli v pocateéni fazi spermatogeneze.
mannosidase pro epididymis
Mdh2 Malate dehydrogenase, Malat dehydrogenaza, Oxidoreduktaza ucastnici se cyklu trikarboxylovych kyselin. (S )-
mitochondrial mitochondridln{ maldt + NAD + = H + + NADH + oxalacetat
Soucast biosyntézy nukleotid(i a cukr(. Podili se na syntéze GDP-
. Mannose-6 -phosphate , s . ) . ) . . .
Mpi X Mandza-6 -fosfat izomeraza | mandzy a dolichol-fosfat-mandzy. Tento protein je zapojen do
isomerase . . . . .
syntézy alfa-D -mandza-1 -fosfat z D -fruktdza-6 -fosfatu.
Mup17 Major urinary protein 17 Hlavni bilkovina v modi 17 Lipokalin schopny vazat uvnitf své struktury malé organické
molekuly.
Paha Prolyl 4 -hydroxylase Prolyl 4 -hydroxylazova Katalyzuje posttranslaéni tvorbu 4 -hydroxyprolinu v sekvencich -Xaa-
subunit alpha-1 podjednotka alfa-1 Pro-Gly- v kolagenech a dalSich proteinech.
Pyruvate dehydrogen.ase Podjednotkalbeta Pyruvat Oxidoreduktdza, katalyzuje celkovou konverzi pyruvatu na acetyl-
Pdhb E1 component subunit dehydrogendzy E1, CoA a CO, a tim pfipojuje glykolyzu k cyklu trikarboxilovych kyselin
beta, mitochondrial mitochondrialni > pripojuje glykoly 4 yehky ’
: Protein disulfide- Proteinova disulfid-
Pdia3 . . [
isomerase A3 izomeraza A3 o , . .
AT " T Katalyzuje preskupeni S -S mUstkd v proteinech.
: Protein disulfide- Proteinova disulfid-
Pdiad . . [
isomerase A4 izomeraza A4
Phosphogl t t . [
Pgam1 1 osphoglycerate mutase Fosfoglyceratmutaza 1
Vzéjemna preména 3 - a 2 -fosfoglyceratu s 2,3 -bisfosfoglyceratem
Phosphoglycerate mutase . ‘ ) P gl g
Pgam2 ) Fosfoglyceratmutaza 2
. Katalyzuje jednu ze dvou reakci produkujicich ATP v glykolytické
Phosphogl te ki L X Y S . .
Pgkl 1 osphoglycerate kinase Fosfoglycerat kindza 1 draze prostrednictvim reverzibilni konverze 1,3 -difosfoglyceratu na
3 -fosfoglycerat. MUze hrét roli v pohyblivosti spermii.
Pak2 Phosphoglycerate kinase Fosfoglycerat kinaza 2 Nevzbytn\’/ pro motllltuvspcj:‘rmu a muzskou plodnost, ale neni
2 vyZadovan pro dokonéeni spermatogeneze
Pkm Pyruvate kinase Pyruvat kindza Glykolyticky enzym, ktery katalyzuje prenos fosforylové skupiny

z fosfoenolpyruvatu (PEP) na ADP, generujici ATP

Pkp1

Plakophilin-1

Plakofilin-1

Kadherinova vazba




Serine/threonine-protein

Serin/threonin-protein

Protein fosfataza 1 (PP1) se podili na regulaci metabolismu

Ppplcc phosphatase PP1-gamma | fosfatdza PP1-gama Ivkogenu
catalytic subunit katalytickd podjednotka glykogenu.
Prdx1 Peroxiredoxin-1 Peroxiredoxin-1 Th|o|-sgeuf|cka perowdaz?, !<tera katalyzuje redukci peroxidu vodiku
a organickych hydroperoxidd na vodu a alkoholy.
) o ) Slozka 20S jadrového proteazomového komplexu zapojend do
Psmal Proteasome subunit alpha | Proteazomalini podjednotka | proteolytické degradace vétsiny intracelularnich proteinti. Tento
type-1 alfa typ-1 komplex hraje v burice Fadu zasadnich roli tim, Ze se spojuje
s riznymi regulacnimi ¢asticemi. Spolu s 19S tvofi proteazom 26S
Proteasome subunit alpha | Proteazomalni podjednotka | @ U€astni se tak ATP-dependentni degradace ubikvitinovanych
Psma2 type-2 alfa typ-2 protein. Proteazom 268 hraje kli¢ovou roli p¥i udrzovani proteinové
homeostazy tim, Ze odstrariuje Spatné sloZzené nebo poskozené
) . . proteiny, které by mohly narusit bunécné funkce, a tim, Ze
Psma3 Proteasome subunit alpha | Proteazomélni podjednotka | oqystrariuje proteiny, jejich? funkce jiz nejsou vy?adovany. Proteazom
type-3 alfa typ-3 20S spojeny s PA200 nebo PA28 zprostiedkovava degradaci proteinu
nezdvislou na ubikvitinu. Tento typ proteolyzy je vyZzadovan
Proteasome subunit alpha | Proteazomalni podjednotka | v nékolika drahach véetné spermatogeneze (komplex 20S-PA200)
Psma6 type-6 alfa typ-6 nebo vytvafeni podskupiny antigennich peptidd prezentovanych
MHC tfidy | (komplex 20S-PA28).
lozk: ificky nal y
Proteasome subunit alpha | Proteazomalni podjednotka Slozka spermat]oproteazo.mu, protea.zo.m SP?CI ,Ic. Y nalezeny ve .
Psma8 varlatech, ktery podporuje degradaci histon( zavislou na acetylaci,
type-8 alfa typ-8 vy L L . oy
¢imz se aktivné ucastni vymeény histond béhem spermatogeneze
Proteasome subunit beta | Proteazomélni podjednotka Neka.taIYtlcka slozka 295 j’adroveho provtefzor.noveho k?m?lexu
Psmb4 zapojena do proteolytické degradace vétsiny intraceluldrnich
type-4 beta typ-4 ..
proteinu.
Psmcl 26S proteasome Regulacni podjednotka
regulatory subunit 4 4 proteazomu 26S Komponenta 26S proteazomu, multiproteinového komplexu
Psme2 26S proteasome Regula¢ni podjednotka zapojeného do ATP-dependentni degradace ubikvitinovanych
regulatory subunit 7 7 proteazomu 26S protein(i. PSMC1,2 ,3 ,6 patfi do heterohexamerniho kruhu AAA
Psmc3 26S proteasome Regula¢ni podjednotka 6A (ATPazy spojené s riznymi bunécnymi aktivitami) proteind, které
regulatory subunit 6A proteazomu 26S rozvijeji ubikvitinované cilové proteiny, které jsou soucasné
26S proteasome Regulaéni podjednotka 108 translokovdny do proteolytické komory a degradovdny na peptidy.
Psmc6 .
regulatory subunit 10B proteazomu 26S
26S proteasome non- neATP4zova regulaéni PSMDV4 pu.SOb,l Jako p'O(jJ.ednotka.EJkl)IkVItln(.)VE.h'O receptorllj .
. R prostfednictvim motivi interagujicich s ubikvitinem a vybird
Psmd4 ATPase regulatory subunit | podjednotka 4 proteazomu L, I R )
4 265 konjugaty ubikvitinu pro destrukci. Zobrazuje preferovanou
selektivitu pro delsi polyubikvitinové fetézce.
Prostaglandin-H2 D - Prostaglandin-H2 D - vKataIyzyJe premenu P,GHZ na PGDZ.’ muze pusvot’ntjako Iapzj\c
Ptgds X X . Skodlivych hydrofobnich molekul a jako sekreéni transportér
isomerase izomeraza e e s . - .
retinoidd, daleZity pro muzsky reprdukéni systém
P i Y inu- Dulezité Zsk | . S ROPN1, ktery flinai ité
Ropnl Ropporin-1 -like protein rotein podobny ropporinu a ez.ltcla pro muzskou p oanSt S' (0] , tery se podili na integrité
1 vlaknitého pouzdra a pohyblivosti spermii.
Sorbitoldehydrogenaza, ktera katalyzuje reverzibilni NAD * -zavislou
oxidaci rtznych cukernych alkohol(. Je klicovym enzymem v dréze,
R . , ktery premériuje glukdzu a fruktdzu pres sorbitol, coz predstavuje
Sord Sorbitol dehydrogenase Sorbitoldehydrogendza duleZitou alternativni cestu pro metabolismus glukdzy. MizZe hrat
roli v motilité spermii pouzitim sorbitolu jako alternativniho zdroje
energie pro motilitu spermii a fosforylaci proteinového tyrosinu.
Spagl? Sperm-associated antigen | Antigen asociovany se Soucdést centralniho parového aparatu cilidrnich axonéma. Hraje
pag 17 spermiemi 17 zasadni roli ve funkci a struktufe pohyblivych rasinek
Tex101 Testis-expressed protein Protein exprimovany ve Ovliviiuje vazbu spermii na zona pellucida a migraci spermii do
101 varlatech 101 vejcovodu pravdépodobné prostfednictvim adheze molekul ADAM3
Tubulln.polymerl.zatlon.— Clen rOdI.rjy, protemL.J Pravdépodobny regulator dynamiky mikrotubuld potfebny pro
Tppp2 promoting protein family | podporujicich tubulinovou . ”
. motilitu spermii
member 2 polymeraci 2
— Tubulin je hlavni slozk ikrotubull. Vaze dvé molekuli GTP If
Tubb4b Tubulin beta-4B chain Tubulin beta-4B fetézec ubu vaev a.vm slozkou mikrotubulll. Vaze dve molekul naatta
a beta fetézci.
- Slozka 60S podjednotky rib . Ubiquitin je kédovan 4 rGznymi
Ubiquitin-60S ribosomal Ubiquitin-60S ribozomalni ozka podjednotky i ozolmum lqurtin J.(.e O. o.vz?n l:uznym!
Uba52 K K geny. Geny Uba52 a Rps27a kdduji jednu kopii ubikvitinu fuzovaného
protein L40 protein L40 . g . . Y
s ribozomalnimi proteiny L40 a S27a, v daném poradi.
N Deubikvitinaéni DUB -
Ublqgltln carboxyl Ubikvitin karboxy-terminani e.ub!k.vltlnacnl enlzyr'n ( U ),. l.<terylr|d| hladiny bi.lnecn.eh.o. )
Uchl3 terminal hydrolase . . ubikvitinu zpracovanim ubikvitinovych prekurzord a ubikvitinovanych
X izozym hydroldzy L3 .o
isozyme L3 proteind.
Nezbytné f taci Golgiho sloupkd béh itd jejich
Transitional endoplasmic | ATP4za prechodného ef v nc? pro ragn"nen ac.| . o'giho ?,OUp uoe erj.l r?l ozva ?ro]ejlc
Vcp opétovné sestaveni po mitdze. Podili se na tvorbé prechodného

reticulum ATPase

endoplazmatického retikula

endoplazmatického retikula (tER).




Vaze se druhové specifickym zplsobem na zona pellucida vajicka.

Zan Zonadhesin Zonadhesin oy . P . .
Muze byt zapojen do rozpoznavani a /nebo signalizace gamet.
7p3r Zona pellucida sperm- Zona pellucida receptor Vaze ZP3 glykoprotein na zona pellucida vajicka a zprostfedkovava
P binding protein 3 receptor | proteinu 3 vazajici spermie interakci mezi akrozomem spermie a ZP
Zob Zona pellucida-binding Zona pellucida-vazebny Hraje roli pfi zhutfiovani akrozomi a morfogenezi spermii. Podili se
pop protein 1 protein 1 na interakci spermii a oocytd béhem oplodnéni.
Z llucida-bindi Z llucida- bny P .
Zpbp2 ona petucida-binding ona peliucida-vazebny Podili se na interakci spermii a oocyttdl béhem oplozeni.

protein 2

protein 2




Priloha 9.: Porovnani mnozstvi proteinti mezi spermiemi s kratkymi a dlouhymi
apikalnimi hacky u vSech tfi zkoumanych druht.
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Priloha 10.: Analyza intenzity signalu jednotlivych proteini uréenych obéma metodami
jako diskriminujici proteiny spole¢né pro vSechny tfi druhy.
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