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Seznam zkratek 

CP   Central pair of microtubule doublets – centrální pár mikrotubulů 

EPC   Extra-pair copulation – mimopárová kopulace 

FS  Fibrous sheath – vláknitý plášť 

IDA  Inner dynein arms – vnitřní dyneinová ramena 

LC-MS  Liquid chromatography-mass spectrometry  

Kapalinová chromatografie-hmotnostní spektrometrie 

MS  Mitochondrial sheath – mitochondriální plášť 

ODA  Outer dynein arms – vnější dyneinová ramena 

ODF  Outer dense fibres – vnější hustá vlákna 

OMDA  Outer microtubule doublets of the axoneme 

Vnější mikrotubulární dublety axonemy 

OPL  Outer periacrosomal layer – vnější periakrozomální vrstva 

PAS  Postacrosomal steath – postakrozomální obal 

PBS  Phosphate Buffered Saline – fosfátový pufr 

PT   Perinuclear theca – perinukleární théka 

RF  Random Forest – metoda strojového učení 

RSp  Radial spokes – radiální paprsek 

SAL  Subacrosomal layer – subakrozomální vrstva 

TR   Transverse ribs – transversální výběžky 

VP  Ventral processes – ventrální procesy 

 

 

 

 

 



 
 

Abstrakt 

Mezi spermiemi různých druhů živočichů nacházíme celou škálu morfologických 

rozdílů, ať už na úrovni tvaru, velikosti, či intracelulárního uspořádání. Je prokázáno, že tyto 

rozdíly mohou být způsobeny selekčním tlakem způsobeným kompeticí spermií. Tím 

vznikají morfologické adaptace, které dávají spermiím selekční výhodu a zvyšují tak 

úspěšnost jedince při oplození. Hlavním cílem mé diplomové práce bylo zjistit, zda je 

individuální morfologická variabilita spermií detekovatelná na úrovni proteomu a případně 

určit, jaké změny na úrovni proteomu probíhají ve spermiích s měnící se morfologií.  

Pro tento výzkum byly vybrány tři druhy myšovitých hlodavců, Mus musculus, 

Apodemus flavicollis a Microtus arvalis, u nichž bylo provedeno důkladné morfometrické 

měření spermií. Vzhledem k tomu, že byla největší variabilita detekována v rozměrech 

apikálního háčku, byly analyzovány pouze akrozomální proteiny pomocí hmotnostní 

spektrometrie, a následně byly pomocí diskriminační analýzy a metod strojového učení 

určeny proteiny, které nejvíce odlišují spermie s dlouhým a krátkým apikálním háčkem.  

Signifikantní trend mezi proteiny odlišující spermie s krátkým a dlouhým apikálním 

háčkem, bez ohledu na druh, byl identifikován u proteinů účastnících se převážně 

metabolismu sacharidů a výroby energie. Jedná se mimo jiné o proteiny FBP1, PGAM2, 

SORD a PPP1CC. Mezi jednotlivými druhy nebyly nalezeny žádné významné rozdíly 

ve funkci nejvíce diskriminujících proteinů. Je patrné, že rozdíly nalézáme spíše mezi 

spermiemi s dlouhým a krátkým apikálním háčkem, a že trend mezi těmito proteiny je 

u všech zkoumaných druhů stejný. Ze získaných dat je možné usuzovat, že spermie s delším 

apikálním háčkem mají více metabolických proteinů v průběhu spermatogeneze.  
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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 

PPP1CC 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.  
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1. Úvod 

Spermie různých druhů živočichů se často velmi významně morfologicky liší, ačkoli 

vznikají stejným procesem spermatogeneze, který se zdá být velmi konzervovaný. Mezi 

těmito druhy nacházíme celou škálu morfologií, zahrnující spermie bez bičíku, či s jedním 

nebo několika bičíky, spermie s kulatou hlavičkou, či falciformní spermie s jedním až 

několika háčky na své apikální straně. Z řady výzkumů vyplývá, že tyto morfologické 

rozlišnosti by mohly být způsobeny selekčním tlakem způsobeným promiskuitním pářením 

těchto druhů, a tím vznikající kompeticí spermií. Kompetice spermií je fenomén, který je 

znám teprve od sedmdesátých let minulého století, kdy byla G. Parkerem vyslovena zásadní 

teorie o kompetici spermií u hmyzu (Parker 1970). Kompetice spermií se vyskytuje 

v prostředí s příliš mnoha samci, kde dochází ke snižování jejich reprodukční fitness. 

Morfologická odlišnost tedy pravděpodobně vzniká jako evoluční adaptace na soupeření 

spermií o získání možnosti oplodnit oocyt. Tyto adaptace se liší v závislosti na míře 

promiskuity jedince, na způsobu jeho života a způsobu oplození. Některé adaptace způsobují 

zrychlení plavání spermií, jiné se podílí na prodloužení životnosti spermií v reprodukčním 

traktu samice, nebo mohou napomáhat eliminaci spermií konkurenčních samců. Z některých 

výzkumů vyplívá, že u spermií různě promiskuitních druhů stejného rodu byly nalezeny 

významné rozdíly i v proteomu spermií. Tato oblast však ještě není dobře prozkoumána.  
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2. Literární přehled  

2.1.  Obecná morfologie spermií 

Spermie savců vznikají procesem spermiogeneze, kdy se z kulaté spermatidy stává 

morfologicky naprosto odlišná, vysoce specializovaná buňka schopná pohybu. Jejich cílem 

je zprostředkovat přenos paternální genetické informace do vajíčka v průběhu fertilizace 

(Bonilla a Xu 2008).  

 

Spermie se z morfologického hlediska dělí na tři části, a to na hlavičku, krček a bičík. 

Hlavičku spermie tvoří kondenzované jádro obsahující DNA nabalenou na protaminy. 

Spojením sekrečních váčků z Golgiho komplexu vzniká akrozom, což je váček obsahující 

lytické enzymy, pokrývající apikální stranu hlavičky spermie (Lehti a Sironen 2017). Krček 

zajišťuje správné napojení hlavičky a bičíku. Ten je k hlavičce připojen přes bazální tělísko 

tvořené dvěma centriolami, odkud vybíhá základní komponenta bičíku – axonema.  

Axonema se skládá z devíti vnějších mikrotubulárních dubletů uspořádaných do kruhu 

a z centrálního dubletu složeného ze dvou singletových mikrotubulů (struktura 9 + 2). Tato 

struktura se zdá být mezi savci vysoce konzervovaná a v její morfologii lze pozorovat nízkou 

Obr. 1.: Schematický nákres struktury spermie (Vytvořeno pomocí šabolony 

v BioRender.com, (2021) Autor: Drozdová, T.) 
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míru variability, oproti ostatním strukturám bičíku (Gu et al. 2019). Mikrotubulární dublety 

jsou napojeny na radiální paprsky a na dyneinová ramena, které zajišťují mechaniku pohybu 

spermie. Radiální paprsky propojují vnější mikrotubulární dublety s centrálním, zatímco 

dyneinová ramena slouží k vzájemnému posouvání vnějších dubletů podél spermie 

a zajišťují charakteristický pohyb bičíku (Sironen 2009). 

U bičíku spermie můžeme rozlišit tři části, a to střední – midpiece, hlavní – principal 

piece, a koncovou – end piece. Tyto části se liší přítomností různých sekundárních struktur 

bičíku. V midpiece bičíku se kolem axonémy nachází devět vnějších hustých vláken (ODF), 

která zajišťují jeho tuhost. Kolem ODF se rozprostírá mitochondriální plášť (MS) obsahující 

mitochondrie (Sironen 2009).  

 V hlavní části bičíku jsou dvě ODF nahrazená dvěmi podélnými sloupci vláknitého 

pláště (FS), které jsou propojeny transversálními výběžky. Struktura, ve které se vláknitý 

plášť napojuje na midpiece se nazývá prstenec (annulus), který je tvořený komplexem 

septinů. Koncová část bičíku je tvořena pouze axonemou obalenou plazmatickou 

membránou (Lehti a Sironen 2017). 

 

 

Obr. 2.: Schematický nákres struktury příčného řezu v jednotlivých částech bičíku 

spermie (Vytvořeno v BioRender.com (2021) Autor: Drozdová, T.) 
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2.2.  Morfologická diverzita spermií  

Ačkoli je proces spermatogeneze velmi konzervovaný a vykazuje vysokou míru 

podobnosti napříč nejrůznějším živočichům, můžeme mezi spermiemi pozorovat velké 

rozdíly v morfologii. Tyto rozdíly pozorujeme jak mezi spermiemi různých tříd živočichů, 

tak i v rámci těchto tříd mezi jednotlivými druhy a nacházíme je jak v primárních 

a sekundárních strukturách spermie, tak i ve velikosti, tvaru a počtu spermií. (Bonilla a Xu 

2008). 

2.2.1. Evoluční příčiny morfologické diverzity spermií 

Morfologická diverzita spermií mezi různými druhy vznikla nejspíše jako funkční 

adaptace, která se vyvinula za účelem optimalizace úspěšnosti oplození (Prakash et al. 2014). 

Dříve byl sexuální výběr považován za přímou soutěž o dostupnost samice a sexuální selekce 

se měla týkat výhradně získávání partnerů. Později bylo zjištěno, že samci, spíše než 

o samice, soupeří o oplodnění vajíčka, a že samice mohou prostřednictvím určitých procesů 

ovlivnit výsledek soutěže spermií o oplození (Birkhead 2010).  

Vzhledem k tomu, že spermie musí být schopná projít reprodukčním traktem samice 

a oplodnit vajíčko, lze očekávat, že je morfologie ovlivněná prostředím a anatomií 

reprodukčního traktu samice (Gomendio a Roldan 1993). Podle některých studií může být 

délka spermií ovlivněna délkou spermatéky, což je prostor v reprodukčním orgánu samic 

pro uložení spermií (Briskie a Montgomerie 1992; Humphries et al. 2008). Samice se během 

svého reprodukčního období páří s více samci, uchovávají si jejich spermie ve svých 

reprodukčních orgánech a následně mohou plodit potomky různých samců. Tento selekční 

tlak by mohl být příčinou rozmanitosti v samčích a samičích genitáliích, morfologii gamet 

a samotného rozmnožování (Birkhead 2010). 

 

2.2.1.1. Kompetice spermií 

Kompetice spermií je významným faktorem ovlivňujícím jejich morfologii, a to jak na 

úrovni jedince, tak i na úrovni druhu (Prakash et al. 2014). Samice většiny druhů obratlovců 

investují do reprodukce více energie, než samci, a tak dochází k vývoji optimalizačních 

strategií, jako je právě promiskuita samic (Griffith et al. 2002; Vieites et al. 2004). Páření 

s více samci je pro samice výhodné zejména z hlediska zvýšení genetické variability 

potomků a zvýšení pravděpodobnosti genetické kompatibility gamet (Bryja et al. 2008). 
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Kompetice spermií byla v roce 1970 identifikována jako dostatečný selekční tlak 

v postkopulačním sexuálním výběru, ke kterému dochází v případě, kdy se samice páří s více 

než jedním samcem v každém rozmnožovacím cyklu a spermie konkurenčních samců 

soutěží o oplodnění vajíček (Parker 1970). Tento selekční tlak vede k adaptacím, které buď 

zvyšují konkurenceschopnost spermií, nebo eliminují spermie soupeřícího jedince (Prakash 

et al. 2014).  

Mechanismy kompetice spermií se velmi liší v závislosti na mnoha faktorech, mezi 

které řadíme míru kompetice spermií, prostorová omezení samičích reprodukčních orgánů 

a vliv samic na využití spermatu (Parker a Pizzari 2010). Je pravděpodobné, že samci mají 

určitou mozaiku různých strategií, které využívají v závislosti na přírodních podmínkách 

a charakteristikách populace (Dean et al. 2006).  

Podle některých studií jsou určité morfologické znaky dobře korelované s mírou 

promiskuity daného druhu. Jedná se především o relativní velikost varlat (Short 1979), 

morfologii spermií (Moore et al. 2002; Kleven et al. 2008), nebo velikost semenných váčků 

a prostaty (Ramm et al. 2005). Signifikantní vztah mezi kompeticí spermií a relativní 

velikostí varlat byl identifikován u několika taxonů, včetně ryb, žab, ptáků a savců včetně 

primátů (Prakash et al. 2014). Relativní hmotnost varlat významně koreluje i s rychlostí 

plavání spermií (Tourmente et al. 2011; Lüpold et al. 2020). Důvodem pro zvýšení relativní 

velikosti varlat, a tím pádem i produkce spermií, je to, že se zvyšujícím se počtem 

vyprodukovaných spermií roste konkurenceschopnost samců (Tourmente et al. 2011). 

Existuje i jasná pozitivní korelace mezi hmotností varlat a tělesnou hmotností (Breed 

a Taylor 2000). 

 

2.2.2. Adaptace spermií na selekční tlaky 

Kompetice spermií hrála důležitou roli ve vývoji designu spermií savců. Design 

a funkčnost spermií je mezi živočichy velmi podobný, ačkoli zde nacházíme rozdíly 

způsobené adaptací na podmínky prostředí, ve kterém se spermie pohybují a oplodňují 

vajíčko, a různou míru promiskuity jedinců.  
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2.2.2.1. Investice do ejakulátu  

Teorie kompetice spermií předpovídá, že samci by měli ejakuláty přizpůsobovat podle 

svého sociálního postavení, protože u druhů s hierarchickým sociálním systémem mají 

dominantní muži obvykle konkurenční výhodu. Tato teorie říká, že u druhů, u nichž mohou 

složky ejakulátu významně ovlivnit plodnost, mohou samci ve znevýhodněné roli získat 

větší výhodu zvýšením produkce proteinů semenné tekutiny, což bylo potvrzeno jak 

u laboratorních myší, tak i u norníka rudého, Clethrionomys glareolus (Bayram et al. 2020). 

Ejakulát představuje samotné spermie, ale také komplexní směs bílkovin, peptidů a dalších 

složek přenášených do samic společně se spermatem, které mohou různě modifikovat 

prostředí v reprodukčním orgánu samice a vytvářet kopulační zátku, která blokuje sperma 

soupeřících samců (Bayram et al. 2020; Parker 2020; Ramm 2020). Submisivní samci tedy 

mohou kompenzovat nižší celkové investice do ejakulátu zvýšením koncentrace proteinů 

v jejich seminální tekutině spojenou s tvorbou kopulační zátky. Post-kopulační sexuální 

výběr způsobený vícenásobným pářením tak upřednostňuje ejakuláty, které jsou 

konkurenceschopnější. Existují důkazy o tom, že se velikost ejakulátu zvýšila po tom, co byl 

samec v průběhu experimentu vystaven konkurenčnímu samci (Kelly a Jennions 2011). 

Dominantní samci celkově investují více do ejakulátu, mají větší semenné váčky a ejakulát 

bohatší na spermie a významně nižší sekreci proteinů než submisivní samci. Ti zas naopak 

vykazují sníženou investici do ejakulátů s nižším počtem spermií a menšími semennými 

váčky, ale s produkcí mnohem více bílkovin semenných tekutin. Je tedy patrné, že produkce 

spermií i složení bílkovin nalezených v sekretu semenných váčků se může lišit podle 

sociálního statutu (Bayram et al. 2020). 

 

2.2.2.2. Morfologické adaptace 

Morfologická variabilita mezi spermiemi vznikla pod vlivem evolučního procesu 

způsobeného kompeticí spermií. Důsledkem tohoto evolučního procesu je, že se spermie 

většiny druhů živočichů mírně odlišují od obecného schématu popsaného v kapitolách výše. 

U některých druhů živočichů dospěl ale do takového extrému, že prakticky došlo ke ztrátě 

funkčnosti celého systému. Příkladem mohou být spermie octomilky obecné (Drosophila 

melanogaster), které mají extrémně dlouhý bičík, jehož délka dosahuje až 58 mm, což je až 

dvacetinásobek délky celé mouchy. Produkce takto velkých spermií je velmi energeticky 

náročná, a proto jich produkují jen malé množství (Pitnick et al. 1995). 
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Obecně mají delší spermie druhy s vyšší hladinou EPC (angl. extra-pair copulation) 

než druhy s nižší hladinou EPC, a zároveň se u druhů s vyšší hladinou EPC vyskytuje nižší 

variabilita v délkách bičíku, než u druhů s nižší hladinou EPC (Gage 1994; Hartke a Baer 

2011; Tourmente et al. 2011). Delší spermie jsou totiž schopny plavat rychleji a zároveň lépe 

vyplňují prostor ve spermatéce, čímž zabrání přístupu spermií jiných samců a stávají se tak 

konkurenceschopnější (Briskie a Montgomerie 1992).  

Spermie s delším středním dílem bičíku také plavou rychleji, protože délka středního 

dílu koreluje s množstvím vyprodukované energie, a tím i vyšší motilitou spermií (Steinberg 

et al. 2019). Počet mitochondrií pozitivně koreluje s obsahem ATP a rychlostí plavání 

spermií, protože mitochondrie jsou zdrojem ATP a poskytují tak energii pro cytoskeletální 

motory, které zprostředkovávají pohyb bičíku. U savců jsou mitochondrie uspořádané do 

šroubovice (tomuto uspořádání se říká „gyry“) a jejich počet se mezi jednotlivými druhy liší. 

Například u člověka nalézáme jen 10 - 12 gyrů, naproti tomu u myší jich je 97 a u potkana 

až 350 (Gu et al. 2019). Velmi malé množství mitochondrií mají ve svém midpiece bičíku 

například mlži z čeledi slávkovití (Mytilidae), a to jen 4 - 5 mitochondrií (Drozdov a Reunov 

1997). Stejně tak většina druhů ryb má střední část bičíku obklopenou jen 

2 - 9 mitochondriemi (Cosson 2019). U pěvců mitochondrie fúzují a tvoří jediné dlouhé, 

spirálovité vlákno, které se obtáčí kolem axonémy ve střední části bičíku. Toto vlákno 

nazýváme mitochondriální helix (Aire 2014). 

U většiny druhů ryb nenacházíme žádné sekundární struktury obklopující axonemu 

(Cosson 2019), které mimo jiné také slouží jako další zdroj energie pro spermii díky 

proteinům účastnících se glykolýzy, nacházejících se v hlavní části bičíku ve struktuře 

vláknitého pláště (Gu et al. 2019). Jak již bylo řečeno, struktura axonémy je značně 

konzervovaná, ačkoli například paprskoploutvé ryby z řádů tarponi (Elopiformes) 

a holobřiší (Anguilliformes) nemají v bičíku centrální mikrotubuly (Islam a Akhter 2011). 

Centrální pár mikrotubulů nenalézáme například ani v místě napojení axonemy na centrioly 

v krčku u spermií klokánka pižmového, Hypsiprymnodon moschatus (Lloyd et al. 2002). 

Spermie se kromě délky a struktury bičíku mohou lišit množstvím bičíků, případně 

jejích úplnou absencí. Například u spermií termitů z čeledi Rhinotermitidae a Termitidae 

nacházíme sféroidní spermie bez bičíku (Hartke a Baer 2011). Úplně nepohyblivé spermie 

byly nalezeny u všekaze nevadského (Zootermopsis nevadensis) a všekaze žlutého 

(Kalotermes flavicollis). U těchto termitů došlo vzhledem k nízké promiskuitě ke ztrátě řady 

reprodukčních znaků, jako jsou právě bičíkaté spermie nebo samčí pohlavní žlázy 
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produkující seminální tekutinu (Hartke a Baer 2011). Naopak u spermií Darwinových 

termitů (Mastotermes darwiniensis), což je nejprimitivnější existující druh termitů žijících 

pouze v severní Austrálii, můžeme pozorovat stovky bičíků. I přes vysoký počet bičíků jsou 

tyto spermie jen málo pohyblivé, protože jejich axonémy nemají centrální mikrotubuly 

(Bacetti a Dallai 1977). Další zvláštností těchto spermií je, že nenesou akrozom, stejně jako 

většina druhů ryb (Bacetti a Dallai 1977; Cosson 2019). Naopak u spermií klokánka 

pižmového (Hypsiprymnodon moschatus) pokrývá akrozomální váček téměř 100 % 

dorzálního jaderného povrchu (Lloyd et al. 2002). U člověka pokrývá akrozom jen 40 – 70 % 

povrchu hlavičky (Sunanda et al. 2018).  

Lepší pohyblivost umožňuje spermiím i protáhlá hlavička, která snižuje odpor při 

plavání. Spermie tak má lepší hydrodynamické vlastnosti, což vede ke snížení potřebné 

energie a zvýšení rychlosti plavání. Tím se zvyšuje pravděpodobnost, že úspěšně oplodní 

vajíčko (Prakash et al. 2014). Přesto například spermie africké žáby otylky kapské 

(Breviceps gibbosus) z čeledi otylkovití (Brevicipitidae) mají velmi dlouhé hlavičky spermií, 

jejichž délka dosahuje až 20 µm, nevykazují téměř žádnou motilitu a jejich schopnost 

plavání je velmi omezená (Qin et al. 2008).  

S rostoucí kompeticí nejspíše dochází ke zvýšení velikosti všech složek spermie, 

protože všechny její části jsou funkčně důležité pro rychlost pohybu a mohou přispívat 

k jejímu zvýšení. Velmi však záleží na konkrétním druhu a prostředí. V některých případech 

mohou mít menší spermie konkurenční výhodu. Například samice netopýrů v sobě spermie 

uchovávají během hibernace, tudíž konkurenceschopnost spermií se zvyšuje s možností 

přežití po dobu několika měsíců uvnitř reprodukčního traktu samice a rychlost spermií 

nehraje v konkurenci tak významnou roli (Tourmente et al. 2011; Lüpold et al. 2020). 
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2.3. Hlodavci 

2.3.1. Morfologie spermií hlodavců 

Morfologie spermií hlodavců je velmi rozmanitá. Na spermii hlodavců rozlišujeme 

dvě hlavní části: hlavičku a bičík. Hlavička se skládá z jádra obsahujícího haploidní sadu 

chromozomů a nad ním se nachází akrozom, který má dvě funkční složky, a to hlavní 

segment a ekvatoriální segment. Hlavní segment obsahuje proteázy, mitochondriální 

a lysozomální proteiny (Macíčková 2021), které se uvolňují při akrozomální reakci 

a usnadňují průchod spermie skrz zona pellucida. Ekvatoriální segment stabilizuje 

plazmatickou membránu pro fúzi s oolemou. Mezi akrozomem a jádrem je subakrozomální 

cytoskeletální materiál, který váže akrozomální váček k jadernému povrchu. Bičík je 

standardně tvořen pohyblivou axonemou (struktura 9 + 2) a dělí se na tři části blíže popsané 

v kapitole obecná morfologie spermií (Breed 2004). Určitou míru diverzity můžeme 

pozorovat jak mezi jednotlivými podřády, tak i mezi druhy v rámci jednoho podřádu.  

 

2.3.1.1. Podřád Myšovci (Myomorpha) – čeleď myšovití (Muridae) 

Hlodavci z podčeledi Murinae (pravé myši) mají velmi specifickou morfologii spermií 

a můžeme zde pozorovat vysokou mezidruhovou variabilitu ve všech složkách spermatu. 

U většiny druhů pozorujeme bilaterálně zploštělou, falciformní hlavičku spermií se složitou 

strukturní organizací a s jediným apikálním háčkem různé délky a orientace, který pokrývá 

asymetrický akrozom. Tyto spermie mají také relativně dlouhé bičíky, které jsou připojeny 

ke spodní straně hlavičky (Breed 2004). 

Jádro spermií všech placentálních savců je obklopené perinukleární thekou (PT), což 

je hlavní cytoskeletální prvek hlavy spermií, který tvoří hustou vrstvu cytosolického 

materiálu zapouzdřujícího jádro. Tato cytosolická proteinová kapsle se skládá ze dvou 

funkčně odlišných částí – subakrozomální vrstvy (SAL, angl. subacrosomal layer) 

a postakrozomálního obalu (PAS, angl. postacrosomal steath). Proteiny subakrozomální 

vrstvy se nacházejí na apikální straně hlavičky mezi vnitřní akrozomální membránou 

a jadernou membránou. Vně akrozomu, v oblasti ekvatoriálního segmentu, je perinukleární 

théka obklopená vnější akrozomální membránou a plasmatickou membránou v oblasti 

označené jako vnější periakrozomální vrstva (OPL, angl. outer periacrosomal layer). 

V místě, kde se již nenachází akrozom, odděluje oblast mezi plasmalemou a jederným 

obalem periakrozomální segment. U falciformních spermií je popsána ještě třetí oblast 
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perinukleární theky, perforatorium. Perforatorium je oblast, která přesahuje jaderný vrchol 

a vytváří charakteristický háček u většiny spermií čeledi myšovití (Muridae). Bičík se vyvíjí 

z jedné ze dvou centriol, které se nacházejí na posteriorním pólu jádra (Protopapas et al. 

2019).  

 

Některé druhy australských hlodavců čeledi Muridae mají hlavičku spermie vykazující 

vyšší stupeň složitosti, něž eurasijské druhy. Jedná se například o nadrody Conilurine, 

Uromyine a Hydromyine z podčeledi Murinae, nebo o rody guinejských hlodavců 

Pogonomys, Chiruromys a Mallomys patřící do nadrodu Anisomyine. U těchto kmenů 

připomíná ultrastrukturální organizace apikálního háčku falciformní spermii laboratorních 

potkanů, s tím rozdílem, že u těchto druhů nalézáme dva hřebeny subakrozomálního 

materiálu podél horního okraje jádra, tzv. ventrální výběžky (VP, angl. ventral processes). 

Ty vybíhají z horního konkávního povrchu hlavičky a jejich průřez bývá na bázi kulatý nebo 

oválný a postupně se oboustranně zplošťuje směrem k apikálnímu konci. Tyto VP jsou 

bohaté na F-aktin, avšak jeho funkce se liší od funkce F-aktinu přítomného ve spermiích 

jiných druhů, kde má funkci stabilizace akrozomu a formování jádra. Předpokládá se, 

že napomáhají zvětšení penetrační štěrbiny v zona pellucida a pravděpodobně usnadňují 

průchod spermie do vajíčka (Breed 1983). Jejich délka se pohybuje mezi 1,5 – 6,0 µm 

v závislosti na druhu (Breed 2004) a je většinou podobná jako délka apikálního háčku. 

Některé druhy však vůbec tyto VP nemají. U některých druhů můžeme nalézt ventrální 

výběžek, který se nachází nad krčkem spermie (Breed 1983). 

 

 

Obr. 3.: Struktura falciformní hlavičky 

hlodavců s příčnými řezy 

(PM- plazmatická membrána; 

OAM – vnější akrozomální membrána; 

IAM – vnitřní akrozomální membrána; 

ES – ekvatoriální segment; N – jádro; 

AX – axonema; M – mitochondrie; 

A – akrozom; HCS – ventrally displaced 

head cap segment; VS - ventrální výběžek; 

OPL – vnější periakrozomální vrstva; 

PT – perinukleární théka; 

SAL – subakrozomální vrstva; 

PAS – postakrozomální obal) 

(Protopapas et al., 2019) 
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V Eurasii bylo definováno pět hlavních fylogenetických linií hlodavců 

charakterizovatelných rody z podčeledi Murinae, a to fylogenetická linie jihovýchodní Asie 

(sem patří např. krysa - rod Rattus, či bandikota (Bandicota) a fylogenetické linie 

charakterizovtelné rody myška (Micromys), myš (Mus), myšice (Apodemus) a Millardia). 

Většina druhů ve všech fylogenetických liniích, kromě Micromys, mají hlavičku spermií 

vybíhající v apikální háček. Ten má bez ohledu na délku nebo orientaci vždy komplexní 

ultrastrukturální organizaci, která zahrnuje perforatorium, jaderný výběžek a asymetrický 

akrozom (Breed 2004). 

Dosud nebylo prokázáno, že by se u některých z prozkoumaných eurasijských druhů 

vyskytovala tak složitá morfologie hlavičky spermie, jako u druhů australských. Je však 

zřejmé, že i zde jsou mezi jednotlivými druhy značné rozdíly v morfologii hlavičky, velikosti 

či přítomnosti apikálního háčku a symetrii akrozomu. Některé druhy vůbec nenesou apikální 

háček a mají symetrický akrozom. Tvar hlavičky spermie většiny druhů je hákovitý, ovšem 

spermie jedinců z rodu Bandicota mají kulovité hlavičky. Oboustranně zploštělé 

a lopatkovité tvary hlaviček spermií bez apikálního háčku můžeme pozorovat u rodů 

Tokudaia a Micromys. Jejich jádro se apikálně zužuje a je na něm velký symetrický akrozom 

s jasně patrným ekvatoriálním segmentem. Tyto rozdíly v ultrastruktuře hlavičky 

jednotlivých druhů mohou naznačovat rozdílnost v interakci spermie a vajíčka v průběhu 

fertilizace (Breed 2004). 

Spermie fylogenetické linie charakterizované rodem Millardia mají krátký a široký 

apikální háček, který je dlouhý asi 2 µm, oproti linii Apodemus, jehož apikální háček bývá 

dlouhý, tenký, končící v blízkosti krčku a v průběhu zrání spermie se odklání od zbytku 

hlavičky (Moore et al. 2002). Ta je bilaterálně zploštělá a bičík je připojen k dolní konkávní 

Obr. 4.: Spermie z kauda epididymis 

australských hlodavců (AH – apikální 

háček; VP – ventral processes; 

VS – ventral spike); 1 - krysa Tunneyova 

(Rattus tunneyi); nadrod Conilurine 

(2 - myška tmavá (Mastacomys fuscus); 

3 - klokanomyš Mitchellova (Notomys 

mitchelli)); nadrod Uromyine (4 - krysa 

pestroocasá (Uromys caudimaculatus); 

5 - krysa šupinoocasá (Melomys 

cervinipes)); nadrod Hydromyine 

(6 - myš bobří (Hydromys 

chrysogaster))(Breed, 1983) 
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ploše hlavičky. Na povrchu hlavičky před připojením bičíku se nachází ventrální výběžek 

tvořený cytoskeletálním materiálem. Apikální háček má v průřezu trojúhelníkový tvar, 

přičemž jaderný materiál se po většinu své délky vyskytuje centrálně. Je obklopen 

cytoskeletálním materiálem a zakončen akrozomem (Watts a Baverstock 1995). 

Murinae v jihovýchodní Asii (Rattus) mají jeden apikální háček. Jejich hlavička je 

bilaterálně zploštělá s dlouhým apikálním háčkem a asymetrickým akrozomem, který 

pokrývá horní oblast jádra. Cytoskelet, který se vyskytuje mezi akrozomem a jádrem 

přesahuje špičku jádra ve formě perforatoria a tvoří typický háček. Posteriorní oblast jádra 

je pokryta postakrozomálním obalem, přičemž na spodním ventrálním povrchu se nalézá 

ventrální výběžek tvořený cytoskeletálním materiálem (Breed 2004). 

Největší mezidruhové rozdíly se vyskytují u rodu Bandicota. U bandikoty menší 

(B. bengalensis) je tvar hlavy spermií typicky falciformní, jako u většiny ostatních druhů 

jihovýchodní Asie. Naproti tomu u druhů bandikoty indické (B. indica) a bandikoty 

Savileovi (B. savilei), se všechny části hlavičky spermií (jádro, akrozom, subakrosomální 

prostor), stejně jako délka bičíku a organizace vnější hustých vláken, výrazně liší od částí 

bandikoty menší. Bandikota indická a bandikota Savileova mají velký akrozom, u kterého 

není patrný ekvatoriální segment. Přítomnost velkého akrozomu a nepřítomnost ekvatoriální 

segmentu naznačuje, že v době vazby a penetrace spermií je patrně z akrozomu uvolňováno 

více enzymů, a že místo vazby spermie k vajíčku se může lišit od místa vazby ostatních 

hlodavců, což poukazuje na odlišnost v procesu oplodnění (Gadi a Sharma 1983). 

Obr. 5.: A , B - Hlavička spermie myšky drobné, Micromys minutus (Breed, 2004), 

C - Hlavička spermie krysy Millardia meltada (Breed, 2004), D – Hlavička spermie myšice 

lesní, Apodemus flavicollis (Drozdová T.), E - Hlavička spermie bandikoty menší, 

B. bengalensis vs. F - bandikoty indické, B. indica (Breed, 2004), G – Hlavička spermie 

hraboše polního, Microtus arvalis (Drozdová T.), H – hlavička spermie myši domácí, Mus 

musculus musculus (Drozdová T.) 
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Naopak fylogenetická linie charakterizované rodem myši (Mus) má strukturně velmi 

podobnou hlavičku spermie, jako laboratorní potkan (Rattus norvegicus). Oba druhy mají 

spermie zahnuté do tvaru háku, jen hlavička spermií krys je delší a užší než hlavička spermie 

myši, a má také tenčí a delší apikální háček (Breed 1983). 

Stejně tak můžeme mezi druhy pozorovat velké rozdíly v délkách bičíku, velikosti 

a tvaru vnějších hustých vláken a v ultrastruktuře spermie. Většina druhů včetně bandikoty 

menší (Bandicota bengalensis) a krys Leopoldamys, Maxomys, a Niviventer mají bičík 

dlouhý okolo 105 – 170 µm a midpiece dlouhý 32 – 65 µm. Oproti tomu B. savilei a B. indica 

mají bičík dlouhý jen 50 –  58 µm a midpiece jen 12 – 15 µm. Myšice (Apodemus) mají bičík 

dlouhý 115 – 120 µm a midpiece měří okolo 25 µm. Všechny tyto druhy mají velká vnější 

hustá vlákna (ODFs). Menší ODFs v průměru nacházíme u spermií rodů Micromys 

a Millardia. U Micromys se délka bičíku pohybuje okolo 59 µm a délka midpiece 12 µm. 

Millardia má bičík dlouhý přibližně 87 µm a midpiece měří cca 17 µm (Breed 2004). 

 

2.3.2. Význam apikálního háčku spermií hlodavců 

Kompetice spermií vedla k velké řadě evolučních adaptací, které byly z části popsány 

v předchozích kapitolách. U některých hlodavců patřících do čeledi Muridae se mohou 

vyskytovat ještě další specifické adaptace. Post-kopulační výběr má významný vliv na 

konstrukci hlavičky spermií. Hlavičky spermií mnoha těchto druhů nesou jedno nebo více 

apikálních prodloužení, kterým se říká „háčky“. Apikální háček obsahuje akrozomální 

proteiny a může obsahovat prodloužení buněčného jádra. Tyto háčky mají různou délku 

a svírají s hlavičkou spermie různý úhel (Immler et al. 2007).  

 

 

 

 

Obr. 6.: Variabilita designu apikálního háčku mezi devíti druhy myšovitých hlodavců: 

1 - Krysa (Bunomys fratrorum), 2 - Myš domácí (Mus musculus), 3 - Potkan (Rattus 

norvegicus), 4 - Krysa africká (Dasymys incomtus), 5 - Myška hastingská (Pseudomys 

oralis), 6 - Krysa červená (Maxomys surifer), 7 - Krysa (Melomys burtoni), 8 - Myšice 

křovinná (Apodemus sylvaticus), 9 - Myšice východní (Apodemus speciosus). (Immler et 

al. 2007) 
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Například úhel mezi hlavní osou hlavy spermií a nejvíce rostrálním bodem háčku 

(viz obr. 7A) určující míru asymetrie hlavy je negativně korelován s kompeticí spermií. 

Jinými slovy, se zvyšující se kompeticí spermií se úhel odklonu apikálního háčku snižuje 

a háček je více zatažen směrem k hlavičce spermie (Immler et al. 2007; Varea-Sánchez et 

al. 2016). Se zvyšující se promiskuitou dochází i k tomu, že se délka háčku prodlužuje, háček 

se stává pružnější a variabilita v jeho rozměrech se mezi jednotlivými jedinci snižuje 

(Immler et al. 2007; Šandera et al. 2011; 2013; Varea-Sánchez et al. 2016). Délka háčku se 

u jednotlivých druhů nemění v průběhu jednotlivých fází vývoje spermie (Šandera et al. 

2011), může se však měnit jejich zakřivení (Immler et al. 2007).  

Dále byla nalezena silná kovariance mezi rozměry háčku a jeho tvarem, a mezi tvarem 

a rychlostí plavání spermií, kdy spermie s delším háčkem dokáží plavat rychleji. Spermie 

myšovitých hlodavců totiž vykazují zvláštní „sekerovitý“ pohyb (viz obr. 7B). Navíc průřezy 

těchto háčků mají trojúhelníkový tvar se zaostřenými hranami, který je výhodný pro tento 

typ pohybu, takže z funkčního hlediska může dlouhý a zatažený háček zapříčinit vyšší 

rychlost plavání (Varea-Sánchez et al. 2016). 

 

 

Apikální háček může sloužit i k tvorbě tzv. „vláčků“, kdy se spermie pomocí háčku 

připojí k jiným spermiím. Díky těmto shlukům, které mohou tvořit jednotky, stovky až 

několik tisíc buněk, mohou spermie určitých druhů hlodavců plavat výrazně rychleji, než 

jednotlivé spermie (Moore et al. 2002). To bylo pozorováno především u myšic (rod 

Apodemus) (Šandera et al. 2011), nebo u potkana obecného, Rattus novervegicus (Fornes 

a Burgos 1990; Immler et al. 2007). Naopak u myši domácí, Mus domesticus (Immler et al. 

Obr. 7.: A ) Vyznačení úhlu vykazujícího jasný vztah s úrovní kompetice spermií  

B ) Sekerovitý pohyb spermií hlodavců (Vytvořeno v BioRender.com (2021)  

Autor: Bc. Tereza Drozdová) 
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2007) a myšky australské, Pseudomys hermannsburgensis (Firman et al. 2013) jsou vláčky 

pomalejší, než jednotlivé spermie a pravděpodobně by měly ztěžovat cestu k vajíčku 

spermiím ostatních samců. Jejich spermie tvoří menší, ale poměrně široké vláčky z cca 30 

spermií (Immler et al. 2007), které se někdy spojují do větších skupin. Tyto spermie se 

vzájemně nepřipojují pouze standardně přes hlavičky, ale na rozdíl např. od krys se připojují 

i k bičíkům ostatních spermií. Pohyby bičíků jednotlivých spermií jsou ale nekoordinované, 

takže pohyb vláčků není tak efektivní. Zdá se, že u domácích myší mají jednotlivé spermie 

strategickou výhodu. (Immler et al. 2007).  

 

Obr. 8.: „Vláčky“ spermií myši M. musculus musculus. Tyto vláčky jsou tvořené jednotkami 

až desítkami spermií a tvoří spíše neorientované shluky. Spermie se připojují apikálním 

háčkem k různým částem ostatních spermií. (Mikroskop Olympus BX43 – fázový kontrast; 

Autor: Drozdová, T.) 
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Myšice tvoří podstatně větší a efektivnější vláčky, které plavou rychleji než jednotlivé 

spermie a získávají tak výhodu při oplození.  

U myšice křovinné (Apodemus sylvaticus) bylo prokázáno, že část spermií podstupuje 

tzv. předčasnou akrozomální reakci, která zvyšuje schopnost oplození spermií daného 

jedince tím, že umožní disociaci spermií z „vláčků“ a následné oplození vajíčka intaktními 

spermiemi (Immler et al. 2007), a také usnadňuje spermiím průchod zona pellucida díky 

jejímu strukturálnímu oslabení v důsledku uvolnění velkého množství akrozomálních 

lytických enzymů v její blízkosti během krátké doby (Johnson et al. 2007). U druhů 

A. sylvaticus, A. flavicollis a A. uralensis byla prokázána rychlejší akrozomální reakce než 

u Mus musculus. Tyto tři druhy rodu Apodemus produkují alternativně sestřižené transkripty 

testikulární CD46 mRNA, což vede k selhání exprese proteinu CD46 ve spermiích. Tento 

protein je u hlodavců exprimován pouze zralými spermiemi a prekurzory spermií ve 

varlatech s aktivní spermatogenezí. Selhání exprese tohoto proteinu vede k akrozomální 

nestabilitě a zrychlené akrozomální reakce, která tomuto rodu poskytuje konkurenční 

výhodu v promiskuitním reprodukčním chování (Johnson et al. 2007). Apikální háček 

a agregace spermií jsou pravděpodobně hlavní adaptivní mechanismy v kompetici spermií 

hlodavců (Immler et al. 2007). 

Obr. 9.: „Vláček“ spermií myšice lesní A. flavicollis, připojených převážně 

prostřednictvím hlavičky. Vláček je standardně tvořen stovkami spermií. (Mikroskop 

Olympus BX43 – fázový kontrast; Autor: Drozdová, T.) 
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Obr. 10.: Přehled morfologie hlavičky spermií hlodavců. (Převzato ze studie (Breed 2004)) 
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2.3.3.  Promiskuita hlodavců  

Míra promiskuity se liší mezi různými druhy i mezi populacemi v rámci jednoho druhu 

a dokonce i mezi jednotlivci v rámci populace. Dokonce pozorujeme její změny i během 

sezóny, kdy s narůstajícím počtem jedinců v populaci roste promiskuita, vzhledem k tomu, 

že samice se může potkat s více samci (Bryja et al. 2008). U druhu A. sylvaticus bylo 

prokázáno, že na jaře, kdy je jedinců v populaci málo, vznikají vazby mezi samci a samicemi 

a tito jedinci se chovají více monogamně. V období rozmnožování se pak jejich populace 

zvětšuje a území samců se začnou překrývat i s několika různými samicemi. Tím vzniká 

u druhu promiskuitní páření, které se u těchto jedinců vyskytuje ve větší míře v létě a na 

podzim. S nárůstem promiskuity roste i vzájemná agresivita těchto jedinců (Brown 1969). 

Promiskuita myšic rodu Apodemus byla prokázána i výzkumem pomiskuity 

prováděnýn na čtyřech různých druzích myšic z tohoto rodu (Bryja et al. 2008). Do výzkumu 

byly zařazeny čtyři druhy myšic (myšice malooká (Apodemus uralensis (dříve Apodemus 

microps)), myšice lesní (Apodemus flavicollis), myšice křovinná (Apodemus sylvaticus), 

myšice temnopásá (Apodemus agrarius)). U všech těchto druhů bylo prokázáno páření s více 

samci. Vrhy pocházející maximálně od dvou otců byly zjištěny u A . uralensis (43,5 % vrhů), 

a A. flavicollis (60% vrhů). U dvou samic druhu A. sylvaticus (9,1 % analyzovaných vrhů 

(celkem 68,2 % vícečetných vrhů)) a sedmi samic A. agrarius (20,6 % analyzovaných vrhů 

(celkem 69,2 % vícečetných vrhů)) byli identifikováni tři otcové na vrh. Míra mnohočetného 

otcovství odpovídala i velikosti varlat, kdy nejmenší varlata měl nejméně promiskuitní 

A. uralensis a naopak největší varlata měl nejvíce promiskuitní A. agrarius s nejvyšším 

procentem vícečetných vrhů (Bryja et al. 2008). Myšice malooká (A. uralensis) byla 

z počátku považována za převážně monogamní druh. Při výzkumu promiskuity tohoto druhu 

studie odhalila určitý trend zvyšující se promiskuity s rostoucí populací, který však nebyl 

statisticky významný. Dá se ale předpokládat, že míra monogamie tohoto druhu může 

záviset na hustotě populace a typu stanoviště (Bryja a Stopka 2005). 

Vícenásobné páření je tak evidentně častější u rodu Apodemus, než u populací hraboše 

polního Microtus arvalis, nebo myši domácí (Mus musculus domesticus), kde se vícečetné 

otcovství vyskytovalo jen u 23 % vrhů (Dean et al. 2006). V této studii byla zjištěna 

frekvence mnohočetného otcovství pomocí genotypizace 143 gravidních samic Mus 

musculus musculus s alespoň třemi embryi, z čehož u 33 vrhů byly nalezeny důkazy 

o vícenásobném otcovství (Dean et al. 2006). Ačkoli má M. m. domesticus mírně vyšší 

relativní hmotnost varlat než M. m. musculus, variace délky apikálního háčku naznačuje 
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vyšší úroveň kompetice u M. musculus (Šandera et al. 2013). U druhu M. arvalis bylo 

zjištěno mnohonásobné otcovství u 50 % analyzovaných vrhů (Borkowska a Ratkiewicz 

2010). 

 

2.3.4. Proteom spermií hlodavců 

Proteomem myši domácí se již zabývala řada studií, a je poměrně dobře prozkoumaný. 

Různé mezidruhové srovnávací analýzy proteomů naznačují, že jaderný proteom spermií se 

z velké části skládá z vysoce konzervovaných proteinů, zatímco druhově specifické jsou 

spíše proteiny, které se rychleji vyvíjejí pod tlakem evoluce (Bayram et al. 2016; Vicens et 

al. 2017). Mezidruhovou shodu v jaderném proteomu spermií savců můžeme pozorovat 

u 623 proteinů, které jsou společné pro 19 studovaných druhů savců, a je možné 

předpokládat, že budou pravděpodobně přítomny v mnoha savčích spermiích (Bayram et al. 

2016).  

Nejvíce dynamické se jeví akrozomální proteiny a povrchové proteiny spermií (Dorus 

et al. 2010). Úspěšnost oplození totiž závisí na navázání spermií na extracelulární obal 

vajíčka, zona pellucida. Vazebné proteiny zona pellucida mají významnou roli ve specifitě 

rozpoznávání gamet, a proto mají zvýšenou rychlost evoluce. Proteiny spermií, které se 

vážou na zona pellucida, se budou pravděpodobně vyvíjet společně, aby spermiím zůstala 

zachována schopnost oplození (Bayram et al. 2016). Lze tedy očekávat, že tyto proteiny 

budou nejvíce spojeny s evolucí a kompeticí spermií, a měly by zahrnovat kandidátní 

proteiny ovlivňující oplozovací funkci spermií (Dorus et al. 2010). Například pro proces 

oplození je velmi důležitý protein ATP8B3, což je aminofosfolidový transportér nezbytný 

pro distribuci lipidů v akrosomální dvojvrstvě a pro vazbu a penetraci zona pellucida (názvy 

a funkce zmíněných proteinů viz Příloha 8.) (Wang et al. 2004). Dále byly identifikovány 

proteiny nezbytné pro správnou fyziologii bičíků, včetně spermatického antigenu SPAG17, 

který je nezbytný pro správnou pohyblivost (Teves et al. 2013), a dále ARMC4 (protein 

dyneinu) a ROPN1L (protein vláknitého pláště), jejichž knockouty vedou ke zhoršení 

pohyblivosti bičíku a nestabilitě principal piece bičíku (Fiedler et al. 2013). 

Proteomická srovnávací analýza (Vicens et al. 2017) provedená na třech druzích myší 

rodu Mus (myš domácí (Mus musculus) - nejméně promiskuitní, myš středozemní 

(Mus spretus) a myš panonská (Mus spicilegus) - nejvíce promiskuitní) odhalila, že druhy 

s vysokou úrovní kompetice spermií vykazují vyšší úroveň pohyblivosti a vyšší rychlost 
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plavání spermií, což značí o schopnosti udržet vysokou koncentraci intracelulárního ATP 

(Vicens et al. 2017). Koncentrace ATP u druhů s vyšší kompeticí spermií vykazuje nižší 

pokles v průběhu času, než u druhů s nižší kompeticí spermií, a tím umožňuje spermiím 

udržovat vyšší úroveň výkonnosti (Tourmente et al. 2015).  

U druhů s vysokou kompeticí spermií dochází k systematickému zvýšení relativního 

množství proteinů spermatické membrány a akrozomálních proteinů, v porovnání s Mus 

musculus (Vicens et al. 2017). Jedná se o proteiny zprostředkovávající interakce mezi 

spermiemi a zona pellucida (ZAN, ZP3R, ZPBP1, ZPBP2), vznik akrozomu a akrozomální 

dynamiku (MAN2B2, CD46) a fúzi spermie s oocytem (ADAM3). Je tedy pravděpodobné, 

že účinnost oplození by mohla být regulována změnami v expresi různých složek spermií 

odpovědných za interakci gamet. Byly zde pozorovány rozdíly v proteinech ovlivňujících 

motilitu a rychlost spermií lokalizovaných do bičíku spermie. Jednalo se o změny 

v axonemálním dyneinu, kde bylo odhaleno snížené množství proteinů těžkého řetězce 

dyneinu (DYNC1H1) u Mus musculus a zvýšené množství lehkých řetězců dyneinu 

(DYNLL1, DYNLL2), tubulinu-beta TUBB4B a spermatického antigenu SPAG17. Další 

rozdíly byly pozorovány u metabolických proteinů (Vicens et al. 2017). Vzhledem k tomu, 

že zvýšená pohyblivost spermií u druhů s vysokou konkurencí spermií je závislá především 

na ATP získané pomocí oxidativní fosforylace, zatímco druhy s nižší úrovní kompetice 

spermií více spoléhají na ATP vzniklé z glykolýzy (Tourmente et al. 2015), dochází u druhů 

s vyšší konkurencí spermií k poklesu četnosti glykolytických enzymů v principal piece 

bičíku. Jedná se především o proteiny PGK2, GAPDHS, PKM, ALDOA, DLAT, HK1 

(Vicens et al. 2017).  
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3. Cíle práce 

V této diplomové práci jsme vycházeli z poznatků publikovaných studií, které uvádějí, 

že různé druhy rodu Apodemus jsou různě promiskuitní a liší se svými oplozovacími 

strategiemi. Dále je prokázáno, že promiskuita druhů ovlivňuje morfologickou variabilitu 

spermií. Jedním z cílů této diplomové práce bylo zjistit, zda se morfologická variabilita 

v rámci jednoho druhu odráží ve složení proteomu spermií.  

Většina studií zabývajících se reprodukcí hlodavců je v dnešní době prováděna na myši 

domácí. V této diplomové práci jsme chtěli objasnit, zda je možné využít myš jako templát 

pro úspěšné mapování proteinů příbuzných druhů. Aby tato analýza byla dostatečně 

robustní, vybrali jsme si tři rody myšovitých hlodavců. Prvním z těchto rodů je 

Mus musculus, jejíž genom je dobře anotován a je možné na něj jednoduše namapovat 

analyzované proteiny. Jako další druh byl vybrán již zmíněný Apodemus flavicollis, o kterém 

víme, že je velmi promiskuitní a tudíž bude možné detekovat variabilitu v morfologii spermií 

jak v rámci druhu, tak i mezi druhy. Třetím vybraným rodem je Microtus arvalis.  

Dalším cílem této diplomové práce je stejným způsobem zkoumat spermie těchto tří 

reprezentantů různých rodů hlodavců a zjistit, zda je možné detekovat morfologickou 

variabilitu spermií mezi těmito druhy, a zda se tyto změny odrazí na složení proteomu.  

Dále nás zajímá, jestli změny v proteomu mezi variabilními jedinci jednoho druhu jsou 

porovnatelné s ostatními druhy a zda jsou jejich oplozovací strategie podobné.  

Ke splnění těchto cílů bylo nutné nachytat reprezentativní vzorek vybraných druhů 

hlodavců a detailně charakterizovat spermie na morfologické úrovni. Následně izolovat 

a detailně charakterizovat proteiny pomocí metody hmotnostní spektrometrie (LC-MS/MS). 

Dalším krokem bylo pokusit se identifikovat morfologické odlišnosti na úrovni proteomu 

pomocí dvou různých metod, jejichž výsledky byly na závěr porovnány. Jednou z těchto 

metod byla diskriminační analýza, která je v jiných studiích hojně využívána. Diskriminační 

analýza je mnohorozměrná analýza a pracuje s osami v různých dimenzích. Druhou metodou 

byla metoda strojového učení, Random Forest, která funguje na principu hierarchického 

klastrování a lépe zohledňuje rozptyl mezi hodnotami vzorku.  

Na základě analyzovaných rozdílů v proteomech bylo provedeno mezidruhové 

porovnání a následně byla provedena analýza rolí jednotlivých proteinů, které by mohly být 

za tuto variabilitu odpovědné.  
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4. Metodika 

4.1.  Odchyt hlodavců a odběr spermatu 

Různé druhy divokých hlodavců byly odchyceny do živochytných pastí typu Sherman. 

Pasti byly pokládány v předvečer experimentu do polí a jako návnada byly použity arašídové 

křupky a kus jablka. Následně byl u chycených jedinců určen druh a pohlaví. Hlodavci byli 

humánně usmrceni metodou cervikální dislokace, zváženi a podrobeni pitvě. Nejdříve byly 

odebrány koncové části kauda epididymis pro izolaci spermií a poté byla vyjmuta varlata, 

která byla změřena a zvážena na analytických vahách M254Ai 250g/0,0001g od Bel 

Engineering. 

4.2.  Izolace proteinů 

Odebrané koncové části kauda epididymis byly umístěny každá do jedné 200μl kapky 

předem vytemperovaného fertilizačního M2 média (M7167 od Sigma-Aldrich) na 37 °C při 

5% CO2 překrytého vrstvou parafínového oleje (8904.1 od Carl Roth) a tkáň byla rozstříhána 

na menší části. Uvolňování spermií z kauda epididymis do média probíhalo v inkubátoru při 

37 °C, 5 % CO2, aby bylo napodobeno prostředí těla savců. Přibližně po deseti minutách 

byla zkontrolována přítomnost uvolněných spermií v obou kapkách pod mikroskopem.  

První z kapek byla využita pro izolaci proteinů intaktních spermií. Celý obsah kapky 

byl centrifugován (500G, 4 °C, centrifuga eppendorf 5417R) po dobu deseti minut. 

Supernatant, který obsahuje rozpuštěné molekuly, byl přenesen do čisté zkumavky 

a uchováván na ledu. K intaktním spermiím v peletě bylo přidáno M2 médium 

vytemperované na 37 °C ve stejném objemu jako odebraný supernatant a vše bylo znovu 

centrifugováno (500G, 4 °C, centrifuga eppendorf 5417R) po dobu deseti minut. Tímto 

způsobem byly spermie promyty tak, abychom dostali tři supernatanty se sestupnou 

koncentrací uvolněných molekul a peletu se spermiemi. Všechny zkumavky byly 

uchovávány na ledu.  

Spermie z druhé kapky byly rozpipetovány do menších kapek vytemperovaného 

M2 media o objemu 100 μl a ponechány po dobu 60 minut v inkubátoru při 37 °C a 5 % CO2, 

aby proběhla kapacitace spermií. Po kapacitaci byly spermie přepipetovány do zkumavek 

a stočeny v centrifuze (eppendorf 5414D, rotor F45-24-11) při 2,5 rpm po dobu pěti minut 

při pokojové teplotě. Supernatant byl odstraněn a spermie byly promyty vytemperovaným 

sterilním PBS a znovu centrifugovány (eppendorf 5414D, rotor F45-24-11); (2,5 rpm, 
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5 min). Většina supernatantu byla odstraněna a ve zbytku byly spermie resuspendovány 

a rozpipetovány do zkumavek se 600 μl vytemperovaného sterilního PBS. Do každé 

zkumavky byly přidány 2 μl kalcium ionoforu pro indukci akrozomální reakce a následně 

byly zkumavky inkubovány po dobu 60 minut v termostatu při 37 °C a 5 % CO2.  

Po akrozomální reakci byly zkumavky stočeny (500G, 10 min, 4 °C, centrifuga 

eppendorf 5417R). Supernatanty obsahující rozpuštěné molekuly obsahu akrozomu byly 

přepipetovány do dalších zkumavek a uloženy na led. K peletám obsahujícím intaktní 

spermie (z první kapky) a spermie po kapacitaci a akrozomální reakci, bylo přidáno 100 μl 

izolačního pufru (0,63 g urea (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 μl dH2O), který slouží k desintegraci membrán a solubilizaci 

proteinů. S izolačním pufrem byly pelety inkubovány po dalších 60 minut při pokojové 

teplotě a cca každých 20 minut byly důkladně vortexovány.  

Po inkubaci s izolačním pufrem byl ke všem vzorkům přidán aceton (32201-M od 

Sigma-Aldrich) pro vysrážení bílkovin uchovávaný při -20 °C v poměru 1:4 a všechny 

vzorky byly inkubovány přes noc při -20 °C.  

Druhý den byly všechny vzorky centrifugovány při 500G, 4 °C po dobu deseti minut 

(centrifuga eppendorf 5417R) a byl z nich odebrán nadbytečný aceton. Ve zbytku acetonu 

byly vzorky uchovávány při -80 °C.  

4.3.  Morfometrie spermií 

Z kapky média s uvolněnými spermiemi byl odebrán vzorek o objemu 50 μl. Vzorek 

byl promyt PBS a stočen na centrifuze (500G/5 min, centrifuga eppendorf 5417R). 

Supernatant byl odstraněn a peleta byla promíchána se zbytkem PBS. Na sklíčko bylo 

napipetováno 5 μl vzorku a byl proveden roztěr. Po zaschnutí roztěru bylo sklíčko fixováno 

ve formaldehydu (10 min) a poté dvakrát promyté v PBS (2×5 min). Barvení probíhalo 

pomocí 10% roztoku Giemsa-Romanowski (od Penta chemicals) po dobu 10 min. Nakonec 

byla skla promyta destilovanou vodou po dobu 5 min.  

Sklíčka s roztěry byla nafocena na světelném mikroskopu Olympus BX43 a spermie 

byly měřeny pomocí programu ImageJ (v1.52p). Bylo měřeno pět jednotlivých částí 

spermie, konkrétně délka a šířka hlavičky spermie, ze kterých byla následně spočítána 

plocha hlavičky, dále délka apikálního háčku, délka midpiece bičíku a zbytku bičíku – nebyl 
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Bičík  

Midpiece bičíku 

Délka hlavičky 

Šířka hlavičky 

Délka apikálního háčku 

tedy rozlišován principal piece a end piece bičíku. Délka hlavičky spermií byla definována 

jako nejdelší oblast hlavičky spermií a šířka byla měřena v nejširší oblasti hlavičky kolmo 

k délce. Plocha hlavičky byla spočítána vynásobením poloviční hodnoty délky hlavičky (a) 

s poloviční hodnotou šířky hlavičky (b) krát konstanta π ((a/2) × (b/2) × π ). Délka apikálního 

háčku byla měřena od základny hlavičky až po špičku apikálního háčku. Rozměry byly 

zaznamenávány do tabulky a následně statisticky analyzovány. Statistická analýza byla 

provedena pomocí softwaru R studio verze 1.3.1093. 

 

 

 

 

 

4.4. Kapalinová chromatografie - hmotnostní spektrometrie (LC-MS) 

4.4.1. Kapalinová chromatografie 

Kapalinová chromatografie je metoda fyzikální separace, při níž dochází k distribuci 

složek kapalné směsi mezi dvě fáze – stacionární a mobilní, které jsou navzájem nemísitelné. 

Stacionární fáze je nepolární a jedná se o částice oxidu křemičitého, na které jsou napojeny 

alkylové skupiny s dlouhým řetězcem. Oproti tomu mobilní fáze je polární a skládá se ze 

směsi vody a polárních rozpouštědel (Dass 2007). 

Testovaný vzorek je vstřikován do proudu mobilní fáze, která v daném směru proniká 

stacionární fází a složky testované směsi se oddělují na základě míry jejich afinity ke 

stacionární nebo mobilní fázi (Niessen 2006). Testovaný vzorek pak vytéká z kolony 

v různých časech v závislosti na rozdělení mezi mobilní a stacionární fází (Ardrey 2003). 

4.4.2. Hmotnostní spektrometrie 

Hmotnostní spektrometrie je analytická technika, která zahrnuje měření poměrů 

hmotnosti částic k náboji iontů vytvořených při ionizaci molekul vzorku (Roberts 2013; 

Hoffmann 2005). Běžným postupem pro přípravu vzorku je enzymatické štěpení směsi 

proteinů na jednotlivé peptidy. Pro toto štěpení je nejčastěji využívaný trypsin (Olshina 

Obr. 11.: Schématické zobrazení jednotlivých měřených úseků spermie.  

(Autor: Drozdová T.) 

 



25 
 

a Sharon 2016). Výhodou trypsinu je specifita štěpení peptidů výhradně na karboxylové 

straně zbytků lysinu a argininu, čímž generuje jedinečné peptidy, které lze identifikovat 

pomocí hmotnostní spektrometrie a přiřadit je k jejich původním proteinům pomocí 

algoritmů podle existujících databází známých peptidů (Vandermarliere et al. , 2013; Gillet 

et al. , 2016).  

Složky testovaného vzorku jsou ve hmotnostním spektrometru ionizovány pomocí 

elektronových paprsků, UV světla nebo laserových paprsků. Z neutrálních molekul ve 

vzorku se stávají ionty, které vstupují do hmotnostního spektrometru pod vysokým vakuem. 

Molekuly vzorku jsou v hmotnostním analyzátoru třízeny podle jejich poměru hmotnosti 

k náboji pomocí magnetického nebo elektrického pole (Dass 2007; Olshina a Sharon 2016). 

Detektor pomocí zesilování iontového proudu vypočítá množství každého iontu a vzniká 

hmotnostní spektrum, ze kterého je možné určit hmotnost a elementární složení jednotlivých 

komponent vzorku a určit chemickou strukturu (Dass 2007; Urban 2016). 

 

4.4.3. LC-MS systémy 

LC-MS systémy nám umožňují kombinovat fyzikální separaci jednotlivých složek 

vzorku pomocí kapalinové chromatografie s možností hmotnostní analýzy prostřednictvím 

hmotnostní spektrometrie. Při analýze komplexních peptidových vzorků je důležité nejprve 

proteiny separovat prostřednictvím kapalinové chromatografie a poté mohou být 

analyzovány pomocí hmotnostní spektrometrie (Olshina a Sharon 2016). 

LC-MS systém musí obsahovat zařízení pro obě metody, kapalinovou chromatografii, 

hmotnostní spektrometrii, a také rozhraní, které je schopné přenášet oddělené složky 

z kolony kapalinové chromatografie, ve které se nachází kapalina pod tlakem, do analyzátoru 

hmotnostního spektrometru, který běžně pracuje ve vakuu. Rozhraní tedy musí přenášet 

maximální množství analyzovaného vzorku, odstranit velké množství mobilní fáze 

a zachovat chemicky neporušené analyzované molekuly, a zároveň nesmí narušit ionizaci 

a podmínky vakua ve hmotnostním spektrometru (Dass 2007). 

V proteomice se tento systém využívá k detekci a identifikaci složek komplexní směsi. 

Metoda slouží pro proteomickou analýzu komplexních vzorků, kde by se hmotnostní 

spektra, při využití samotné hmotnostní spektrometrie, překrývala. (Wysocki et al. 2005). 

V této práci byla analýza proteinů hmotnostní spektrometrií provedena tak, jak je popsáno 

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

Všechny statistické analýzy a výpočty byly prováděny pomocí softwaru R studio verze 

1.3.1093. Pro analýzu byly použity balíčky ggplot2, mixOmics a randomForest. Nejvíce 

diskriminující proteiny byly určeny pommocí dvou metod, a to pomocí diskriminační 

analýzy a metody strojového učení Random Forest. Vennovy diagramy k porovnání 

analyzovaných proteinů byly vytvořeny v aplikaci Venny 2.1 (Oliveros, 2007). Následně 

byla určena konektivita mezi proteiny pomocí aplikace string-db.org verze 11.5 (Szklarczyk 

et al. 2021). Funkce jednotlivých proteinů byly vyhledány v databázi UniProt.org (The 

UniProt Consortium 2021).  

 

4.5.1. Diskriminační analýza 

Diskriminační analýza zkoumá závislosti mezi nezávisle proměnnými vůči závisle 

proměnné a umožňuje tak zařazení objektů do skupin na základě nejvyšší míry podobnosti. 

Klasifikace jednotlivců do skupin probíhá pomocí predikčních rovnic založených na 

nezávislých proměnných. Při analýze je každá nezávisle proměnná porovnána a vynesena 

do grafu proti závisle proměnné (NCSS a LLC 2021).  

 

4.5.2. Strojové učení 

Strojové učení je forma umělé inteligence, která využívá vstupní data k nalezení 

vzorců a vytvoření modelu, který umožní predikci výsledku (Bishop 2006). V tomto 

experimentu je využíván jako nástroj pro klasifikaci pomocí hierarchického klastrování, 

které funguje jako sada binárních testů strukturovaných do tvaru stromu. Tyto testy začínají 

u první proměnné, která je následně porovnávána s dalšími proměnnými (Breiman 2001). 

Metoda Random Forest je založená na algoritmu, který vyhodnocuje, s jakou důležitostí 

náleží protein do jedné či druhé skupiny se zohledněním rozptylu mezi hodnotami vzorku. 

Jinými slovy, proteiny s vysokou variabilitou mezi hodnotami vyhodnotí tento algoritmus 

jako proteiny s nižší důležitostí, než proteiny s nízkou vaiabilitou mezi hodnotami. Výhodou 

této metody je, že nám ukazuje i míru důležitosti, která měří predikční sílu každého prvku 

(Genuer et al. 2010).  
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5. Výsledky 

5.1. Odchyt hlodavců a morfometrie 

Celkem bylo odchyceno 110 jedinců, z čehož bylo 43 dospělých samců, 14 juvenilních 

jedinců a 53 samic. Ze 43 dospělých samců zemřeli 2 již v pasti a u dalších 9 jedinců nebyly 

nalezeny žádné spermie. Odběr spermatu a izolace proteinů byl tedy proveden u 32 

dospělých samců.  

Celkově bylo analyzováno 14 samců myši domácí (Mus musculus musculus), 8 samců 

myšice lesní (Apodemus flavicollis) a 9 samců hraboše polního (Microtus arvalis). Jediný 

samec myšice křovinné (Apodemus sylvaticus) byl z analýzy vyloučen. U každého jedince 

bylo provedeno morfometrické měření na 50 spermiích a na každé spermii bylo měřeno 

5 částí – délka a šířka hlavičky, délka apikálního háčku, délka midpiece bičíku a délka 

zbylých částí bičíku (principal piece a end piece měřen dohromady - blíže popsáno v kapitole 

Metodika - morfometrie spermií). Z rozměrů délka a šířky hlavičky byla vypočítána plocha 

hlavičky, která byla následně použita ke statistickým analýzám. Přehledové tabulky shrnující 

počty odchycených jedinců a naměřená morfometrická data, včetně jejich mediánu, průměru 

a směrodatné odchylky viz Příloha 1 a 2. 

 

5.2. Statistická analýza morfometrických dat 

Z morfometrických dat byla nejprve provedena vizualizace morfologické variability 

spermií.  Pro každý druh a každou část spermie byl vytvořen samostatný graf, kde na ose X 

jsou jedinci seřazeni vzestupně dle rozměrů konkrétní části spermie. Na ose Y vidíme 

velikost dané části spermie a můžeme u každého jedince pozorovat rozptyl hodnot pro tuto 

část.  
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Obr. 12.: Variabilita jedinců jednotlivých druhů v různých částech spermie. 
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Největší variabilita byla pozorována ve velikosti apikálního háčku a ploše hlavičky. 

Následně byla ověřena korelace těchto dvou rozměrů, která u každého druhu vyšla pozitivní 

a signifikantní. Korelace mezi ostatními částmi spermií jsou k nahlédnutí v příloze 3. 

 

Dále byli jedinci srovnáni od nejmenšího po největší, vždy dle vybraného rozměru, 

a byli rozděleni na jedince s krátkými apikálními háčky a na jednice s dlouhými apikálními 

háčky. Na základě tohoto rozdělení byla pro každý rozměr provedena diskriminační analýza. 

Nejvyšší procento vysvětlení variability s vysokou senzitivitou a specificitou vyšlo 

u diskriminační analýzy podle délky apikálního háčku a velikosti hlavičky. Vzhledem 

k tomu, že mezi těmito dvěma rozměry byla prokázána signifikantní korelace, další analýza 

byla zaměřena jen na akrozomální proteiny.  

Jedinci byli vybíráni na základě nejvyšší variability a podle diskriminačních analýz 

zobrazených v následujících grafech. Od každého druhu byli vždy analyzováni tři jedinci 

s nejkratším apikálním háčkem a tři jedinci s nejdelším apikálním háčkem. V případě druhu 

Mus musculus musculus byli vybráni jedinci M1, M4, M7, M2, M5 a M13, pro Apodemus 

flavicollis to byli jedinci A4, A1, A2, A6, A5, A9, a pro Microtus arvalis jedinci Mi2, Mi8, 

Mi3, Mi9, Mi7 a Mi5. U těchto jedinců byla provedena proteomická analýza pomocí 

hmotnostní spektrometrie. Pro zjednodušení práce s proteomickými daty byli jedinci 

očíslováni 1 - 6 vzestupně s rostoucí délkou apikálního háčku.  

 

 

 

 

Obr. 13.: Pozitivní korelace délky apikálního háčku s plochou hlavičky u jednotlivých druhů. 
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V následujícím grafu jsou zobrazeny diskriminační analýzy pro rozměry jednotlivých 

druhů. Všechny analýzy vyšly s vysokou senzitivitou a specifitou. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 14.: Diskriminační analýza pro jednotlivé druhy ve všech rozměrech. 
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5.3.  Bioinformatická analýza proteomických dat 

Při bioinformatické analýze proteomických dat byly nejprve odstraněny kontaminanty 

v podobě proteinů obsažených v mediu a kožních keratinů, které kontaminovaly vzorek při 

izolaci spermií z kauda epididymis. Dále byly odstraněny ty bílkoviny, které byly ve vzorku 

pouze identifikovány, ale neměly dostatečný signál na to, aby bylo možné identifikovat 

jejich abundanci. Dostali jsme set 277 bílkovin, z toho u myši bylo identifikováno 

179 proteinů, u myšice 239 proteinů a u hraboše 194 proteinů. Nakonec bylo nutné manuálně 

anotovat ty proteiny, které neměly uvedená jména genů, se kterými jsme poté primárně 

pracovali. Následně bylo provedeno mezidruhové porovnání identifikovaných proteinů 

všech zkoumaných druhů.  

  

Z diagramu vyplývá, že všechny druhy měly 122 společných proteinů. U myši bylo 

identifikováno 26 specifických proteinů, u myšice 28 a u hraboše 10 specifických proteinů. 

Dále bylo identifikováno 29 proteinů, které sdílely jen myši a myšice, 60 proteinů, které byly 

identifikovány u myšice a hraboše a 2 proteiny, které byly identifikovány pouze u myši 

a hraboše. Přehled těchto proteinů je zobrazen v následující tabulce. Tabulka všech 

analyzovaných proteinů bude následně dostupná v databázi PRIDE. Do té doby jsou data 

k nahlédnutí u školitele této diplomové práce. 

Obr. 15.: Vennův diagram pro zobrazení množství společných proteinů mezi jednotlivými 

druhy ze všech identifikovaných proteinů.  
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Tab. I.: Přehled specifických proteinů pro jednotlivé druhy.  

 

Pro vizualizaci abundance jednotlivých proteinů všech tří zkoumaných druhů byl vytvořen 

následující graf seřazený podle abundance proteinů myši domácí. Z tohoto grafu vyplývá, 

že je možné pozorovat rozdíly mezi 

akrozomálními proteiny zkoumaných 

druhů, protože se křivky zobrazující 

abundanci proteinů plně nepřekrývají. 

Z podobného trendu křivek lze však 

usuzovat, že mapování proteinů na myší 

genom proběhlo v celku úspěšně.  

 

 

MM AF MA MM/AF MM/MA

Cuzd1 Chit1 Flt3 Zp3r Pdia4 Pdha1 Psmc6

Myh9 Capg Acot7 Ldhc Ahcy St13 Cct5

Crisp1 MENT Ggct Fabp9 Gsta3 Hnrnpa1

Vim Aldh2 Nt5c1b Zpbp Psmd4 Hsp90b1

Npm1 Acat2 Hspa4l Ddt Tkt Shmt1

Hbb-b2 Atp6v1a Gdi1 Ca2 Pitpna Gdi2

Actc1 Me1 Glul Fkbp1a Bhmt Anxa6

Tex101 Gsn Cct6a Lypd4 Pgam1 Csrp1

Lcn5 Hnrnpa3 Tcp1 Eif4a1 Aldh9a1 Fuca1

Spesp1 Hprt1 Csnk1a1 Ppp1r7 Wars Hnrnpa2b1

Serpina3k Gstm2 Arsa Gsr Rpia

Spaca3 Pls3 Anxa1 Rab14 Prdx6

Man2b2 Ube2l3 Zan Set Anxa4

Pdha2 Stard10 Prcp Mdh1 Psmc3

Spata18 Psmb7 Gapdhs Prps1 Prkaca

Npc2 Wdr1 Plec Gstp2 Ywhag

Flna Dpp7 Ak2 Ldhb Stip1

Fscb Ncl Saca9 Eef1g Manf

Pebp4 Atp6v1b2 Eppk1 Msn Gnmt

Pof1b Eif5a S100a11 Psmc4 Cct8

Art3 Eef1b Eif6 Mpi Hspa2

Glipr1l1 Psmc1 Cpa4 Myh11 Ranbp1

Rnls Acat1 Uqcrfs1 Hsp90aa1 Ropn1

Hpx Impa1 Crat Hspa1a Arcn1

Dbn1 G6pdx Sdha Glud1 Fkbp2

Dpep3 Rab11b Nagk Psmc2 Fabp4

Tagln Akr1a1 Psma7 Cs

Htra2 Sucla2 Ckb Dnaja2

Nme2 Bdh1 Got1

Eef2 Lta4h

AF/MA

Obr. 16.: Abundance proteinů zkoumaných druhů. Modře je vyznačena abundance proteinů 

myši domácí. Nepřekrývající se linie zobrazují rozdílnosti v abudanci proteinů mezi 

jednotlivými druhy.  
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5.3.1. Diskriminační analýza mezi jednotlivými druhy 

Pro zjištění proteomické variability mezi jednotlivými druhy byla provedena 

diskriminační analýza. Následující grafy zobrazují variabilitu mezi druhy bez rozlišení 

spermií s krátkými a dlouhými apikálními háčky (A) a s rozlišením velikostí apikálních 

háčků měřených spermií (B).  

 

Na grafu A můžeme vidět variabilitu mezi jednotlivými druhy a mezi jedinci v rámci 

jednoho druhu. Největší vnitrodruhová variabilita je mezi jedinci rodu Apodemus. U všech 

analyzovaných druhů vyšla diskriminace signifikantní. Na grafu B můžeme vidět, že nejlepší 

rozlišení spermií s dlouhým a krátkým apikálním háčkem najdeme u myši domácí, naopak 

u hraboše polního se množiny jedinců s krátkým a dlouhým apikálním háčkem spermií 

překrývají, což naznačuje nízkou míru vnitrodruhové variability.  

Obr. 17.: Diskriminační analýza testovaných jedinců mezi jednotlivými druhy:  

A ) bez zohlednění rozdílů mezi spermiemi s krátkými a dlouhými apikálními háčky  

B ) se zohledněním rozdílů mezi spermiemi s krátkými a dlouhými apikálními háčky  

 

A

  

B
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Dále byly provedeny diskriminační analýzy jednotlivých druhů k zjištění proteomické 

odlišnosti mezi spermiemi s dlouhými a krátkými apikálními háčky v rámci daného druhu 

a k určení proteinů, které nejvíce ovlivňují rozdělení dlouhých a krátkých spermií na ose X1.  

 

Obr. 18.: Seznam proteinů, které nejvíce přispívají k rozdělení druhů podle osy X1:  

A ) bez zohlednění rozdílů mezi spermiemi s krátkými a dlouhými apikálními háčky  

B ) se zohledněním rozdílů mezi spermiemi s krátkými a dlouhými apikálními háčky  

 

A

  

B
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Z provedených analýz je patrné, že druhový signál je silnější než velikostní. Vzhledem 

k tomu, že mírá úspěšnosti mapování tří druhů na jeden proteom není dobře odhadnutelná, 

další analýzy byly provedeny pro každý druh zvlášť.  

Obr. 19.: Diskriminační analýza v rámci jednotlivých druhů s identifikací proteinů nejvíce 

přispívajících k rozlišení spermií s dlouhým a krátkým apikálním háčkem.  
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5.3.1.1. Vnitrodruhová analýza s využitím diskriminační analýzy 

5.3.1.1.1. Analýza proteinů myši domácí  

Pro identifikaci proteinových kaskád bylo nutné použít takové množství proteinů, aby 

bylo možné detekovat konektivitu mezi proteiny a zároveň zachovat výpovědní hodnotu 

analýzy nejvíce diskriminujících proteinů. Z tohoto důvodu jsem se rozhodla použít 

přibližně 15 % ze všech analyzovancýh proteinů. Vzhledem k tomu, že cílem bylo testovat 

všechny druhy stejným způsobem, byla u všech druhů otestována konektivita mezi prvními 

třiceti pěti proteiny s největším rozdílem hodnot abundance proteinu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 20.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem myši domácí.  
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V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

Tab. II.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů myši domácí.  

 

V této kapitole jsou v každé z těchto tabulek zobrazeny biologické procesy a buněčné 

komponenty, ve kterých lze nalézt námi identifikované proteiny se signifikantní hladinou 

významnosti. Dále je v tabulce vždy zobrazen celkový počet proteinů, který se v kaskádě 

nachází a počet našich analyzovancýh proteinů, které byly v této kaskádě identifikovány. 

Kompletní seznam všech jmenovaných proteinů a názvů genů včetně jejich funkcí je 

k dospozici v příloze 8.  

 Nejvyšší konektivita mezi proteiny myši domácí s vysokou hladinou významnosti 

byla nalezena mezi proteiny akrozomálního váčku. Tyto proteiny se podílejí především na 

vazbě spermií na zona pellucida. Jedná se o proteiny kódované geny Zp3r, Acr, Tex101 

a Glipr1l1. ZP3R je receptor, který váže ZP3 glykoprotein na zona pellucida vajíčka. Další 

signifikantní proteiny se podílejí především na energetickém metabolismu, který zároveň 

ovlivňuje motilitu bičíku spermie. Proteiny podílející se na energetickém metabolismu jsou 

kódované geny Sord (sorbitoldehydrogenáza), Pgk2 (fosfoglycerát kináza), Ldhc (laktát 

dehydrogenáza) a Fbp1 (Fruktóza-1,6 -bisfosfatáza).  

 

 

 

 

 

 

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Vazba spermií na zona pellucida 4 37 0.009

Metabolismus karboxylových kyselin 8 754 0.0438

Motilita bičíku spermií 4 97 0.0438

Metabolismus hexózy 3 29 0.0438

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Akrozomální matrix 2 4 0.0111

Akrozomální membrána 3 34 0.0098

Akrozomální váček 7 137 6.14*10-6
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5.3.1.1.2. Analýza proteinů myšice lesní  

Stejným způsobem, jako u myši domácí, byly identifikovány proteiny myšice lesní. 

  

V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

Tab. III.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů myšice lesní.  

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Syntéza laktátu z pyruvátu 2 4 0.016

Metabolismus ADP 4 46 0.0022

Metabolismus pyruvátu 5 63 0.0003

Glykolytické porcesy 3 39 0.0163

Katabolické procesy 8 623 0.0042

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Proteasom regulační partikule 5 11 7.78*10-8

Proteasomální komplex 6 63 5.53*10-7

Bičík spermie 6 134 3.56*10-5

Obr. 21.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem myšice lesní.  
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Většina analyzovaných proteinů jsou proteiny buněčného metabolismu. Nejvíce 

signifikantní se jeví proteiny proteasomálního komplexu 26S, které se podílejí na 

katabolických procesech proteinů. Jedná se o proteiny kódované geny Psma1, Psmc1/2 /3 /6 , 

Psmd4 a Uchl3. PSMC1/2 jsou ATPázy pozitivně regulující katabolické procesy 

proteozomálních proteinů podílející se na otevírání proteazomálního kanálu. Protein PSMD4 

je regulační podjednotka proteazomu 26S, která není závislá na ATP. Protein UCHL3 je 

deubikvitinační enzym.  

Ostatní proteiny jsou zapojeny převážně do metabolismu ADP/ATP (AK1, MPI, 

LDHC), pyruvátu (LDHB, LDHC, MPI) nebo glykolitických procesů. Proteiny ALDOA 

a PGAM jsou zapojeny do všech těchto procesů. Protein ALDOA je fruktóza-bisfosfát 

aldoáza A a má klíčovou roli v glykolýze a glukoneogenezi.  

 

5.3.1.1.3. Analýza proteinů hraboše polního  

Stejným způsobem, jako u předchozích druhů, byly identifikovány proteiny hraboše 

polního.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 22.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem hraboše polního.  
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V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

Tab. IV.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů hraboše polního. 

 

 

U hraboše polního byly identifikovány převážně vazebné proteiny, které se nacházejí 

v cytoplazmě a membráně organel a podílejí se na oxidačně redukčních procesech 

a metabolismu aminokyselin. Tyto proteiny většinou váží další proteiny, karboxylové 

kyseliny, lipidy a ionty. Mezi proteiny vázající ionty patří např. proteiny mitochondriální 

membrány podílející se na oxidačně-redukčních procesech. Jedná se např. o proteiny 

kódované geny Sord, Got2, Glud1, Ppp1cc a Atp5a1. Na metabolicmu aminokyselin se 

podílejí proteiny kódované geny Ckb, Gnmt, Gstp2, Gsta3, Gstm7 a další. Většina z těchto 

proteinů (a dále Pdia3 a Ldhb) má katalytickou aktivitu. Jedná se převážně o metabolické 

proteiny.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Oxidačně-redukční procesy 11 917 0.0014

Metabolismus aminokyselin 5 154 0.0374

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Cytoplasma 31 10283 6.68*10
-5

Membrány organel 11 1131 0.0003

Mitochondriální membrána 7 677 0.0142
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5.3.1.2. Mezidruhová analýza s využitím diskriminační analýzy 

Následně bylo provedeno mezidruhové porovnání proteinů, které nejvíce odlišují 

dlouhé a krátké apikální háčky spermií zkoumaných druhů. K porovnání bylo použita 

1/3 z celkového počtu identifikovaných proteinů. Od každého druhu bylo porovnáno 

osmdesát nejvíce diskriminujících proteinů, ze kterých byl vytvořen Vennův diagram. 

Z diagramu byly vždy analyzovány společné proteiny dvou druhů, které se nacházely 

v průniku jejich množin. Nakonec byly analyzovány proteiny společné pro všechny tři 

druhy.  

  

Následující tabulka obsahuje soupis proteinů, které odlišují spermie s dlouhým 

a krátkým apikálním háčkem, společných pro kombinace zkoumaných druhů. Druhy jsou 

označeny zkratkou latinského názvu (MM - Mus musculus, AF - Apodemus flavicollis, 

MA - Microtus arvalis).  

 

Obr. 23.: Vennův diagram pro zobrazení množství společných proteinů mezi jednotlivými 

druhy z osmdesáti proteinů vybranýh pomocí diskrimnační analýzy.  
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Tab. V.: Společné proteiny odlišující spermie s dlouhým a krátkým apikálním háčkem pro 

kombinace námi zkoumaných druhů určené diskriminační analýzou  

 

 

Z tabulky vyplývá, že nejvíce společných proteinů bylo nalezeno při porovnání 

proteinů myši a myšice. Pro proteiny uvedené v tabulce byly následně provedeny jednotlivé 

analýzy konektivity stejným způsobem jako při vnitrodruhové analýze pomocí online 

databáze STRING.  

 

 

MM/AF MM/MA MA/AF MM/AF/MA

Tf Alb Shmt1 Sord

Hal Tgm1 Mup17 Ptgds

Zp3r Pkp1 Hist1h4a Jup

Blmh Pdia3 Ldhb Dsg1b

Tppp2 Psmb4 Rab14

Prkar2a Ppp1cc Ppp2r4

Fbp1 Pdia4 Psmd4

Acr Eef1a1 Ttn

Pgk2 Krt76 Psmc6

Oxct2a Gsdma Uchl3

Ldhc Gapdh Mpi

Tubb4b Sord Psmc2

Suclg1 Ptgds Vcp

Gpi Jup Gstm7

Psma1 Dsg1b Got2

Zpbp Msn

Dsp Pebp1

Fkbp1a Hist1h2ak

Aco2 Sord

Ca2 Ptgds

Pgam2 Jup

Aldoa Dsg1b

Mdh2

Ddt

Psma8

Prdx2

Uba52

Fabp9

Akap4

Sord

Ptgds

Jup

Dsg1b
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5.3.1.2.1. Analýza společných proteinů pro myš domácí a myšici lesní 

 

V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

Tab. VI.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů MM/AF. 

 

Obr. 24.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem myši domácí a myšice lesní.  

 

  

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Biosyntéza methylglyoxalu 2 3 0.007

Metabolismus sukcinyl-CoA 2 7 0.0202

Metabolismus fruktozy 3 11 0.00066

Glukoneogeneze 4 26 0.00019

Glykolýza 4 39 0.00041

Vazba spermie na zona pellucida 4 37 0.00037

Metabolismus pyruvátu 5 63 0.0001

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Akrozomální matrix 2 4 0.0088

Alfa podjednotka proteasomu 2 8 0.0149

Vláknitý plášť spermie 3 13 0.00083

Receptorový komplex pro zona pellucida 2 11 0.0242
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Proteiny myši, které nejvíce odlišují spermie s dlouhým a krátkým akrozomálním 

háčkem a zároveň se shodují s nejvíce diskriminujícími proteiny myšice lesní se nejvíce 

podílejí na energetickém metabolismu a vazbě spermie na zona pellucida. Proteiny podílející 

se na glukoneogenezi a glykolýze jsou proteiny kódované geny Pgk2, Gpi1, Pgam2, Aldoa 

a Fbp1. Na metabolismu fruktózy se na navíc podílí protein LDHC. Proteiny podílející se na 

vazbě spermie na zona pellucida jsou proteiny kodované geny Zp3r, Zpbp a Acr. Dále byly 

identifikovány proteazomální proteiny alfa podjednotky Psma8 a Psma1.  

 

5.3.1.2.2. Analýza společných proteinů pro myš domácí a hraboše polního 

   

V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

Tab. VII.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů MM/MA.  

 

U myši domácí a hraboše polního nebylo nalezeno mnoho společných proteinů se 

signifikantní konektivitou. Proteiny s oxidoreduktázovou aktivitou kódované geny Pdia3, 

Pdia4 jsou disulfid izomerázy, které katalyzují přeskupení S-S můstků v proteinech. 

Obr. 25.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem myši domácí a hraboše polního.  

 

  

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Oxidoreduktázová aktivita 3 53 0.036

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Desmosom 3 27 0.0025
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Protein PTGDS katalyzuje přeměnu izomerů prostaglandinu a funguje jako sekreční 

transportét retinoidů. Proteiny kódované geny Jup, Pkp1 a Dsg1b jsou součástí desmosomů.  

 

5.3.1.2.3. Analýza společných proteinů pro myšici lesní a hraboše polního 

 

 V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

Tab. VIII.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů AF/MA 

 

V tomto případě byly identifikovány převážně vazebné proteiny vážící malé molekuly, 

proteiny a anionty. Důležitými proteiny jsou proteiny proteazomálního komplexu kódované 

geny Psmd4, Psmc6 a Psmc2. Protein PSMD4 je regulační podjednotka proteazomu 26S 

Obr. 26.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem myšice lesní a hraboše polního.  

 

  

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Biosyntéza malých molekul 6 468 0.0325

Reakce na organickou sloučeninu dusíku 8 975 0.0325

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Proteazomální komplex 4 63 0.00076
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nezávislá na ATP. Proteiny PSMC2/6 jsou regulční podjednotky proteazomu 26S 

s ATPázovou aktivitou.  

 

5.3.1.3. Analýza společných proteinů pro všechny tři zkoumané druhy 

 

Protein DSG1B je desmoglein-1-beta a je to složka mezibunčných dosmozomálních 

spojů. Podílí se na interakci plakových proteinů (JUP) a intermediálních filament 

a zprostředkovává tak mezibuněčné adheze. Protein SORD je sorbitoldehydrogenáza a podílí 

se na metabolismu monosacharidů a oxidačně redukčních procesech. Jedná se o klíčový 

enzym pro přeměnu glukózy na fruktózu přes sorbitol, který může být využit jako 

alternativní zdroj energie pro motilitu spermií. Protein PTGDS (Prostaglandin-H2 

D- isomerase) má mnoho funkcí převážně v nervové soustavě a svalech. Mimo jiné váže 

kyselinu retinovou a může působit jako sekreční přenašeč retinoidů.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 27.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem společnými pro všechny zkoumané druhy.  
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5.3.2. Analýza diskriminujících akrozomálních proteinů pomocí 

Random Forest 

Jako další metoda k určení nejvíce diskriminujících proteinů akrozomu byla použita 

metoda strojového učení Random Forest. Pomocí této analýzy byly vyhodnoceny proteiny, 

které nejvíce odlišují spermie s dlouhým a krátkým apikálním háčkem v rámci jednotlivých 

druhů. Pomocí softwaru R studio byla vygenerována pro každý analyzovaný druh tabulka 

proteinů s přiřazenou hodnotou důležitosti. Hodnota důležitosti nám určuje, s jakým 

přínosem přispěl protein k rozdělení vzorku proteinů.  

 

5.3.2.1. Vnitrodruhová analýza s využitím Random Forest 

Nejprve byla vygenerována tabulka proteinů s přiřazenou hodnotou důležitosti a graf 

zobrazující proteiny s nejvyšší hladinou důležitosti u všech tří zkoumaných druhů hlodavců. 

 

Obr. 28.: Graf zobrazující proteiny všech tří zkoumaných druhů s nejvyšší hladinou 

důležitosti podle analýzy pomocí Random Forest. (osa X - hladina důležitosti zobrazených 

genů, osa Y - jména genů kódující analyzované proteiny) 
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Stejně, jako při analýze proteinů pomocí diskriminační analýzy, byla následně 

otestována konektivita mezi identifikovanými proteiny. Proteiny, identifikované pomocí 

metody strojového učení Random Forest jako proteiny nejvíce odlišujícíjící spermie 

s krátkým a dlouhým apikálním háčkem, byly opět identifikovány pomocí online databáze 

STRING. Pro identifikaci proteinových kaskád bylo použito třicet pět proteinů s nejvyšší 

hladinou důležitosti, stejně jako při použití diskriminační analýzy.  

 

5.3.2.1.1. Analýza proteinů myši domácí 

V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

 

Obr. 29.: Konektivita mezi proteiny myši domácí s nejvyšší hladinou důležitosti podle 

analýzy pomocí metod strojového učení (RF).  
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Tab. IX.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů myši domácí.  

 
 

Nejvyšší konektivita mezi proteiny myši domácí s vysokou hladinou významnosti byla 

nalezena mezi proteiny akrozomálního váčku a proteasomálního komplexu. Proteazomální 

proteiny podílející se na degradaci většiny intracelulárních proteinů jsou proteiny kódované 

geny Psma6, Psma2, Psmb4 a Psma3. Dále byly identifikovány proteiny podílející se na 

glukoneogenezi, jako jsou proteiny kódované geny Gapdh, Gpi1, Fbp1 a Pgk2. Jako 

akrozomální proteiny byly identifikovány již zmíněné proteiny kódované geny Acr a Zp3r.  

 

5.3.2.1.2. Analýza proteinů myšice lesní 

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Glukoneogeneze 4 26 0.0013

Proteasomální katabolické procesy 4 22 0.0013

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Akrosomální matrix 2 4 0.0069

Proteasomální komplex 4 19 0.00011

Plasmatická membrána 18 453 0.0089

Obr. 30.: Konektivita mezi proteiny myšice lesní s nejvyšší hladinou důležitosti podle 

analýzy pomocí metod strojového učení (RF).  
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V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

Tab. X.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů myšice lesní.  

 
 

Nejvyšší konektivita mezi proteiny myšice lesní s vysokou hladinou významnosti byla 

nalezena mezi proteiny podílejícími se na metabolismu pyruvátu, ADP a glukoneogenezi. 

Jedná se o proteiny kódované geny Ldhc, Ldhb, Mpi, Pgk2, Pgam2, Ak1 a Fbp1. Proteiny 

kódované geny Pgk2 a Ak1 nalezneme v bičíku spermie, spolu s Hsp90aa1 a Tppp2. Ostatní 

zmíněné proteiny jsou cytoplazmatické proteiny.  

 

5.3.2.1.3. Analýza proteinů hraboše polního 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Biosyntéza laktátu z pyruvátu 2 4 0.0182

Glukoneogeneze 3 26 0.0091

Metabolismus ADP 4 46 0.0025

Metabolismus pyruvátu 5 63 0.0013

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Plasmatická membrána spermie 2 9 0.0363

Bičík spermie 4 134 0.0269

Cytoplazma 30 10283 0.00041

Obr. 31.: Konektivita mezi proteiny hraboše polního s nejvyšší hladinou důležitosti podle 

analýzy pomocí metod strojového učení (RF).  
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V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

Tab. XI.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů hraboše polního.  

 

 

Nejvyšší konektivita mezi proteiny hraboše polního s vysokou hladinou významnosti 

byla nalezena mezi proteiny glykolýzy a glukoneogeneze (Ldhb, Fbp1, Pgk1 a Gapdh) 

a proteiny metabolismu glutathionu (Ggct, Gsta3 a Gstm7). Dále byly znovu identifikovány 

proteiny desmosomů JUP, PKP1 a DSG1B.  

 

5.3.2.2. Mezidruhová analýza 

Následně bylo provedeno mezidruhové porovnání osmdesáti proteinů, které nejvíce 

odlišují spermie s dlouhými a krátkými apikální háčky spermií zkoumaných druhů.  

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Glykolýza/glukoneogeneze 4 65 0.0019

Metabolismus glutathionu 3 69 0.0305

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Desmosomy 3 27 0.0214

Cytosol 17 3573 0.0214

Obr. 32.: Vennův diagram pro zobrazení množství společných proteinů mezi jednotlivými 

druhy z osmdesáti proteinů vybraných pomocí metod strojového učení (RF).  
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Následující tabulka obsahuje soupis proteinů, které odlišují spermie s dlouhým 

a krátkým apikálním háčkem, společných pro kombinace zkoumaných druhů. Druhy jsou 

označeny zkratkou latinského názvu (MM - Mus musculus, AF - Apodemus flavicollis, 

MA - Microtus arvalis).  

 

Tab. XII.: Společné proteiny odlišující spermie s dlouhým a krátkým apikálním háčkem pro 

kombinace námi zkoumaných druhů určené metodou strojového učení (RF). 

 

Pomocí metody Random Forest bylo identifikováno více společných proteinů, než 

pomocí diskriminační analýzy. Pro tyto proteiny byly následně provedeny analýzy 

proteinových kaskád stejným způsobem jako při vnitrodruhové analýze.  

 

MM/AF MM/MA MA/AF MM/AF/MA

Dsp Arhgdia Ldhb Cat

Alb Prkar2a Ak1 Fbp1

Psma6 Pkp1 Ppp1cc Pgk2

Hal Tgm1 Pgk1 Ctsd

Gpi P4hb Pgam2 Tppp2

Mdh2 Lyzl1 Hist1h2bp Hist1h2ak

Nccrp1 Gapdh Hist1h4a Anxa2

Atp5b Pdia3 Pdhb Ptgds

Uba52 Actb Anxa6 Eno1

Tubb4b Jup Ckm Pebp1

Uchl3 Blmh Gstm5 Aldh1a1

Vdac2 Calr Plbd1

Hspa1l Sord Eef1g

Spaca1 Dsg1b Gnb2l1

Ca2 Cfl1 Krt76

Mapkap1 Prdx1 Cat

Ddt Gsdma Fbp1

Cat Cat Pgk2

Fbp1 Fbp1 Ctsd

Pgk2 Pgk2 Tppp2

Ctsd Ctsd Hist1h2ak

Tppp2 Tppp2 Anxa2

Hist1h2ak Hist1h2ak Ptgds

Anxa2 Anxa2 Eno1

Ptgds Ptgds Pebp1

Eno1 Eno1 Aldh1a1

Pebp1 Pebp1

Aldh1a1 Aldh1a1
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5.3.2.2.1. Analýza společných proteinů pro myš domácí a myšici lesní 

 

V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

 Tab. XIII.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů MM/AF. 

 

Proteiny myši, které nejvíce odlišují spermie s dlouhým a krátkým akrozomálním háčkem 

a zároveň se shodují s nejvíce diskriminujícími proteiny myšice lesní se nejvíce podílejí na 

metabolismu glukózy (Gpi1, Fbp1, Pgk2, Eno1). Na metabolismu ATP se navíc podílí 

protein ATP5B, a u metabolismu NADH se jedná o proteiny GPI1, MDH2 a ENO1.  

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Glykolýza 2 8 0.0426

Glukoneogeneze 3 26 0.0203

Metabolismus NADH 3 27 0.0203

Metabolismus glukózy 4 96 0.0203

Metabolismus ATP 4 172 0.0426

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Cytoplasma 17 10283 0.0029

Membrány 6 413 0.0073

Obr. 33.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem myši domácí a myšice lesní.  
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5.3.2.2.2. Analýza společných proteinů pro myš domácí a hraboše polního 

 

 

V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

  

Tab. XIV.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů MM/MA. 

 

U myši domácí a hraboše polního byly jako společné proteiny identifikovány převážně 

proteiny podílející se na glykolýze a glukoneogenezi (Eno1, Fbp1, Gapdh a Pgk2). Na 

metabolismu hexózy se navíc podílí protein SORD. Proteiny kódované geny Pdia3, Prdx1, 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Biosyntéza hexózy 4 29 0.00072

Glukoneogeneze 3 26 0.0095

Glykolýza 3 39 0.0209

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Endoplasmatické retikulum 3 118 0.0487

Buněčné spoje 11 2050 0.0089

Plasmatická membrána 15 4531 0.017

Obr. 34.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem myši domácí a hraboše polního.  
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Cat, P4hb, Eno1 a Aldh1a1 se podílí na oxidačně redukčních procesech. Většina 

identifikovaných proteinů jsou proteiny buněčných spojů nacházejících se na plazmatické 

membráně včetně dříve zmíněných desmosomálních proteinů kódovaných geny Jup, Dsg1b 

a Pkp1.  

 

5.3.2.2.3.   Analýza společných proteinů pro myšici lesní a hraboše polního 

 

 

V následující tabulce jsou zaznamenány buněčné komponenty a biologické procesy, 

ve kterých se uplatňují námi analyzované proteinové řady.  

 

Tab. XV.: Analýza genové ontologie námi identifikovaných proteinů AF/MA 

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Glukoneogeneze 3 26 0.0053

Metabolismus pyruvátu 5 63 0.00026

Metabolismus ADP 4 46 0.0019

Glykolýza 3 39 0.0123

Buněčné komponenty Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Vláknitý plášť spermie 2 13 0.0481

Bičík spermie 4 134 0.0294

Lysosom 5 458 0.0481

Obr. 35.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem myšice lesní a hraboše polního. 
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U myšice lesní a hraboše polního opět nalézáme proteiny spojené s glykolýzou 

a glukoneogenezí (Pgk2, Fbp1, Pgam2 a Eno1). Na metabolismu ADP se navíc podílí protein 

AK1. U metabolismu pyruvátu nacházíme proteiny kódované geny Pgk2, Pdhb, Eno1 

a Ldhb. Dále zde můžeme nalézt proteiny histonů Hist1h2bp, Hist1h4a a Hist1h2ak.  

 

5.3.2.2.4. Analýza společných proteinů pro všechny tři zkoumané druhy 

 

 

V následující tabulce jsou zaznamenány biologické procesy, ve kterých se uplatňují 

námi analyzované proteiny.  

 

Tab. XVI.: Biologické procesy, na kterých se podílí námi identifikované proteiny společné 

pro všechny tři studované druhy.  

 

U všech tří zkoumaných druhů byly nalezeny společné proteiny podílející 

se na glukoneogenezi (Eno1, Fbp1 a Pgk2) Na metabolismu uhlíku se podílí proteiny FBP1, 

PGK2 a CAT. Protein ALDH1A1 dokáže oxidovat retinaldehyd na kyselinu retinovou. Dále 

zde nacházíme ANXA2 - anexin A2, což je protein vázající membránu regulovaný 

vápníkem.  

Obr. 36.: Konektivita mezi proteiny nejvíce odlišujícími spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem, které jsou společné pro všechny tři zkoumané druhy.  

 

  

 

Biologický proces Počet identifikovaných proteinů Počet proteinů v kaskádě P hodnota

Glukoneogeneze 3 33 0.0113

Metabolismus uhlíku 3 122 0.0129
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5.3.3. Porovnání výsledků diskriminační analýzy a metody Random 

Forest 

Nejprve byly porovnány Vennovy diagramy z předchodích analýz, aby bylo možné 

porovnat, kolik shodných proteinů detekovaly použité analýzy. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Následně byla porovnána shoda mezi osmdesáti nejvíce diskriminujícími proteiny 

určenými diskriminační analýzou a metodou strojového učení (RF) v rámci každého druhu. 

Pro každý druh byl vytvořen Vennův diagram a bylo určeno, kolik proteinů bylo shodně 

vyhodnoceno jako nejvíce odlišující spermie s dlouhým a krátkým apikálním háčkem oběma 

metodami.  

Poté byly stejným způsobem vytvořeny Vennovy diagramy i pro proteiny použité pro 

mezidruhovou analýzu, tzn. například proteiny společné pro myš a myšici, které vyhodnotila 

diskriminační analýza jako nejvíce odlišujícíí spermie s dlouhým a krátkým apikálním 

háčkem, byly porovnány se stejnou množinou proteinů vyhodnocenou pomocí metod 

strojového učení (RF).  

DA RF 

Obr. 37.: Venovy diagramy porovnávající množství shodných proteinů určených 

diskriminační analýzou a metodou strojového učení (RF) mezi jednotlivými druhy.  
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Obr. 38.: Venovy diagramy porovnávající shodu proteinů určených diskriminační analýzou 

a metodou strojového učení (RF).  
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V následující tabulce jsou zaznamenány proteiny, které se nachází vždy v průniku výše 

vyobrazených Vennových diagramů, tzn proteiny, které byly vyhodnoceny jako 

signifikantní pomocí diskriminační analýzy i metody strojového učení (RF).  

 

Tab. XVII.: Signifikantní proteiny odlišující dlouhé a krátké spermie identifikované pomocí 

obou používaných metod, tzn. dikriminační analýzy i Random Forest.  

 

 Nakonec byly porovnány tabulky s vyhodnocenými biologickými procesy 

a buněčnými komponentami, ve kterých se námi identifikované proteiny uplatňují. Do 

tabulek byly navíc poznamenány názvy genů kódujících proteiny, které se zapojují do 

biologických procesů se signifikancí hladinou významnosti a navíc mezi nimi byla objevena 

konektivita.  

 

 

 

 

MM/AF MM/MA AF/MA MM/AF/MA

Lypd4 Sdha Shmt1 Ube2l3 Lmna Pebp1 Hal Tgm1 Hist1h4a Ptgds

Myh9 Ptgds Psmc1 Tubb4b Ggct Hist1h4a Tppp2 Pkp1 Ldhb

Tf Dpep3 Pgam2 Mdh2 Anxa4 Gapdh Fbp1 Pdia3 Pebp1

Serpina3k Glipr1l1 Uba52 Psma8 Gstm7 Hist1h2ak Pgk2 Gsdma Hist1h2ak

Alb Hpx Tppp2 Pebp1 Gsta3 Gstm1 Tubb4b Gapdh Ptgds

Actb Eif6 Ak1 Dsp Ctsd Hist1h2bp Gpi Sord

Tgm1 Pof1b Pgk1 Pgk2 Tgm1 Pdia4 Dsp Ptgds

Hal Tubb4b Hist1h4a Fbp1 Pkp1 Hba Ca2 Jup

Tex101 Gpi Ldhc Gpi Glud1 Krt76 Mdh2 Dsg1b

Npm1 Dsp Ldhb Ptgds Ldhb Aldh1a1 Ddt

Pkp1 Ca2 Ddt Hspa1l Eef1g Gsdma Uba52

Lyzl1 Jup Pitpna Nme2 Hspa2 Msn Ptgds

Zp3r Aldoa Rab14 Hist1h2ak Map3k11 Ranbp1

Spaca1 Mdh2 Ppp2r4 Psma6 Psmd4 Mup17

Blmh Ddt Hal Pdha1 Anxa6 Gnb2l1

Arhgdia Cat Ropn1 Gnmt

Art3 Spaca3 Rab11b Tkt

Tppp2 Prdx2 Prkaca Gstp2

Prkar2a Uba52 Ttn Dsg1b

Fbp1 Dsg1b Uchl3 Eno1

Acr Actc1 Fkbp1a Pdia3

Pgk2 Vim Mpi Acrv1

Pdia3 Odf2 Psma1 Ppp1cc

Psmb4 Anxa2 Plbd1 Sord

Sord Gsdma Ca2 Ptgds

Oxct2a Gapdh Prps1 Manf

Lcn5 Cfl1 Prkar1a Jup

Akap4 Hsp90aa1 Ckb

MM AF MA
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Tab. XVIII.: Porovnání biologických procesů a buněčných komponent vyhodnocených 

jako signifikantí pro námi analyzované proteiny pomocí metod strojového učení (RF) 

a diskriminační analýzou v rámci daného druhu. V tabulce jsou vždy vypsány názvy genů 

kódující proteiny, které byly zapojeny do uvedených biologických procesů se signifikantní 

hladinou významnosti.  

 

 

Z tabulek je patrné, že obě metody vyhodnotily jako signifikantě diskriminující trochu jiné 

proteiny, ačkoli tyto proteiny plní podobné funkce. U myši domácí byly pomocí obou metod 

identifikovány proteiny podílející se na metabolismu sacharidů. U myšice lesní vyšla 

analýza téměř shodně. Jako sigifikantní byly vyhodnoceny proteiny podílející se na 

metabolismu pyruvátu a ADP. Signifikantní proteiny hraboše polního jsou opět metabolické 

proteiny účastnící se glykolýzy a metabolismu aminokyselin. 

 

 

 

Biologický proces P hodnota Proteiny Biologický proces P hodnota Proteiny

Vazba spermií na zona pellucida 0.009 Sord Glukoneogeneze 0.0013 Psma2/3/6

Metabolismus karboxylových kyselin 0.0438 Pgk2 Proteasomální katabolické procesy 0.0013 Psmb4

Motilita bičíku spermií 0.0438 Ldhc Gapdh

Metabolismus hexózy 0.0438 Fbp1 Gpi1

Buněčné komponenty P hodnota Zp3r Buněčné komponenty P hodnota Fbp1

Akrozomální matrix 0.0111 Acr Akrosomální matrix 0.0069 Pgk2

Akrozomální membrána 0.0098 Tex101 Proteasomální komplex 0.00011 Acr

Akrozomální váček 6.14*10-6 Glipr1l1 Plasmatická membrána 0.0089 Zp3r

Biologický proces P hodnota Proteiny Biologický proces P hodnota Proteiny

Syntéza laktátu z pyruvátu 0.016 Psma1 Biosyntéza laktátu z pyruvátu 0.0182 Ldhc

Metabolismus ADP 0.0022 Psmc1/2/3/6 Glukoneogeneze 0.0091 Ldhb

Metabolismus pyruvátu 0.0003 Psmd4 Metabolismus ADP 0.0025 Mpi

Glykolytické porcesy 0.0163 Uchl3 Metabolismus pyruvátu 0.0013 Pgk2

Katabolické procesy 0.0042 Ak1 Pgam2

Mpi Ak1

Buněčné komponenty P hodnota Ldhc Buněčné komponenty P hodnota Fbp1

Proteasom regulační partikule 7.78*10-8 Ldhb Plasmatická membrána spermie 0.0363 Hsp90aa1

Proteasomální komplex 5.53*10
-7

Aldoa Bičík spermie 0.0269 Tppp2

Bičík spermie 3.56*10-5 Pgam Cytoplazma 0.00041

Biologický proces P hodnota Proteiny Biologický proces P hodnota Proteiny

Oxidačně-redukční procesy 0.0014 Sord Glykolýza/glukoneogeneze 0.0019 Ldhb

Metabolismus aminokyselin 0.0374 Got2 Metabolismus glutathionu 0.0305 Fbp1

Glud1 Pgk1

Ppp1cc Gapdh

Atp5a1 Ggct

Ckb Gsta3

Gnmt Gstm7

Gstp2 Jup

Buněčné komponenty P hodnota Gsta3 Buněčné komponenty P hodnota Pkp1

Cytoplasma 6.68*10-5 Gstm7 Desmosomy 0.0214 Dsg1b

Membrány organel 0.0003 Pdia3 Cytosol 0.0214

Mitochondriální membrána 0.0142 Ldhb

RANDOM FOREST AF

DISKRIMINAČNÍ ANALÝZA MA RANDOM FOREST MA

RANDOM FOREST MM

DISKRIMINAČNÍ ANALÝZA AF

DISKRIMINAČNÍ ANALÝZA MM
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Tab. XIX.: Porovnání biologických procesů a buněčných komponent vyhodnocených jako 

signifikantí pro námi analyzované proteiny pomocí metod strojového učení (RF) 

a diskriminační analýzou mezi jednotlivými druhy.  

 

V mezidruhovém porovnání myši a myšice lze opět pozorovat, že se analyzované proteiny 

liší, ačkoli se účastní stejných procesů, převážně metabolismu sacharidů. Mezi společnými 

proteiny myši a hraboše a myšice a hraboše, určenými diskriminační analýzou nebyla 

nalezena silná konektivita, a proto nebylo možné identifikovat více biologických procesů, 

kterých se proteiny účastní. Metoda strojového učení vyhodnotila jako signifikantě 

diskriminující proteiny účastnící se glykolýzy a glukoneogeneze.  

Biologický proces P hodnota Proteiny Biologický proces P hodnota Proteiny

Biosyntéza methylglyoxalu 0.007 Pgk2 Glykolýza 0.0426 Gpi1

Metabolismus sukcinyl-CoA 0.0202 Gpi1 Glukoneogeneze 0.0203 Fbp1

Metabolismus fruktozy 0.00066 Pgam2 Metabolismus NADH 0.0203 Pgk2

Glukoneogeneze 0.00019 Aldoa Metabolismus glukózy 0.0203 Eno1

Glykolýza 0.00041 Fbp1 Metabolismus ATP 0.0426 Atp5b

Vazba spermie na zona pellucida 0.00037 Ldhc Mdh2

Metabolismus pyruvátu 0.0001 Zp3r

Buněčné komponenty P hodnota Zpbp Buněčné komponenty P hodnota

Akrozomální matrix 0.0088 Acr Cytoplasma 0.0029

Alfa podjednotka proteasomu 0.0149 Psma8 Membrány 0.0073

Vláknitý plášť spermie 0.00083 Psma1

Receptorový komplex pro zona pellucida 0.0242

Biologický proces P hodnota Proteiny Biologický proces P hodnota Proteiny

Oxidoreduktázová aktivita 0.036 Pdia3 Biosyntéza hexózy 0.00072 Eno1

Pdia4 Glukoneogeneze 0.0095 Fbp1

Ptgds Glykolýza 0.0209 Gapdh

Jup Pgk2

Pkp1 Sord

Dsg1b Pdia3

Prdx1

Cat

P4ha

Eno1

Buněčné komponenty P hodnota Buněčné komponenty P hodnota Aldh1a1

Desmosom 0.0025 Endoplasmatické retikulum 0.0487 Jup

Buněčné spoje 0.0089 Dsg1b

Plasmatická membrána 0.017 Pkp1

Biologický proces P hodnota Proteiny Biologický proces P hodnota Proteiny

Biosyntéza malých molekul 0.0325 Psmd4 Glukoneogeneze 0.0053 Pgk2

Reakce na organickou sloučeninu N 0.0325 Psmc6 Metabolismus pyruvátu 0.00026 Fbp1

Psmc2 Metabolismus ADP 0.0019 Pgam2

Glykolýza 0.0123 Eno1

Buněčné komponenty P hodnota Buněčné komponenty P hodnota AK1

Proteazomální komplex 0.00076 Vláknitý plášť spermie 0.0481 Pdhb

Bičík spermie 0.0294 Ldhb

Lysosom 0.0481

Biologický proces P hodnota Proteiny Biologický proces P hodnota Proteiny

Biosyntéza malých molekul 0.0325 Dsg1b Glukoneogeneze 0.0113 Eno1

Reakce na organickou sloučeninu N 0.0325 Jup Metabolismus uhlíku 0.0129 Fbp1

Sord Pgk2

Buněčné komponenty P hodnota Ptgds Cat

Proteazomální komplex 0.00076 Aldh1a1

Anxa2

DISKRIMINAČNÍ ANALÝZA MM/MA

DISKRIMINAČNÍ ANALÝZA MM/AF/MA RANDOM FOREST MM/AF/MA

DISKRIMINAČNÍ ANALÝZA AF/MA RANDOM FOREST AF/MA

DISKRIMINAČNÍ ANALÝZA MM/AF RANDOM FOREST MM/AF

RANDOM FOREST MM/MA
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5.3.4. Analýza diskriminujících proteinů bez ohledu na druh 

U proteinů určených oběma anylýzami jako diskriminující proteiny pro všechny tři 

druhy a dále u proteinů, u kterých byla identifikována konektivita, byla testována rozdílnost 

hodnot pro spermie s krátkým apikálním háčkem a pro spermie s dlouhým apikálním 

háčkem. Pro analýzu byl využit Wilcoxonův test. Grafy všech testovaných proteinů jsou 

zobrazeny v příloze 9. Následně byly vybrány jen ty proteiny, u kterých byl patrný stejný 

trend pro všechny tři druhy, ačkoli podle Wilcoxonova testu nevyšel signifikantní. Tyto 

grafy jsou zobrazeny v příloze 10. Pro proteiny se stejným trendem u všech tří druhů byla 

vytvořena společná tabulka abundancí těchto proteinů, kde byly spojeny krátké spermie 

všech tří druhů do jedné skupiny a dlouhé spermie všech druhů do druhé skupiny. Na základě 

těchto dat byly znovy vygenetovány grafy zobrazující intenzitu signálu proteinů u dlouhých 

a krátkých spermií bez ohledu na druh. Touto analýzou bylo odhaleno šest proteinů, 

u kterých vyšel signifikantní trend.  

 

Proteiny SORD, FBP1, PGAM2 a PPP1CC hrají klíčové role v metabolismu 

glukózy. Protein MUP17 je lipokalin, který do své struktury dokáže vázat ligandy a přenášet 

tak různé organické látky. Protein TPPP2 je tubulin polymeráza a podílí se na dynamice 

mikrotubulů.  

 

Obr. 39.: Analýza intenzity signálu jendotlivých proteinů, které vykazují signifikantní trend 

bez ohledu na druh. Z grafu je patrné, který protein měl větší signál u spermií s krátkým 

apikálním háčkem, a který u spermií s dlouhým apikálním háčkem. 
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6. Diskuze 

V této diplomové práci jsme zkoumali vztah mezi morfologií spermií hlodavců 

a složením jejich proteomu. Většina výzkumů prováděných na hlodavcích je prováděna na 

myši domácí, která je běžně využívaná i pro výzkum reprodukce. Jedná se o dobře popsaný 

druh, který má i dobře anotovaný genom. Otázkou však zůstává, zda fakta, která platí u myši 

domácí, platí i u ostatních divokých zvířat. Divoké druhy nejsou pro výzkum reprodukce 

příliš využívané, protože nejsou jednoduše dostupné a mají omezené reprodukční období. 

Dalším problémem je, že nemají anatovaný genom a proto výsledky výzkumu nemusí být 

přesné z důvodu mapování na cizí genom. Proto je důležité objasnit, zda je možné zkoumat 

divoké druhy bez znalosti jejich gonomu a následně je úspěšně namapovat na cizí genom. 

V této prácí nás zajímalo, zda budeme po namapování divokých druhů na myší genom 

schopni detekovat trend mezi spermiemi s dlouhým a krátkým apikálním háčkem a jestli 

tento trend nalezneme u stejných proteinů pro všechny tři zkoumané druhy.  

Po provedení analýzy variability spermií byla nejvyšší variabilita neměřena mezi 

délkou apikálního háčku. Tato variabilita byla srovnatelná s variabilitou plochy hlavičky 

a u všech druhů byla prokázána pozitivní a signifikantní korelace mezi těmito rozměry. 

Vzhledem k tomu, že byla variabilita mezi těmito rozměry srovnatelná, byly použity pro 

analýzu pouze proteiny akrozomálního váčku, protože při analýze proteinů celé spermie by 

bylo velmi obtížné detekovat rozdíly mezi proteiny a určit, zda jsou rozdíly způsobené 

morfologickou variabilitou. Nejvyšší variabilita mezi jedinci byla pozorována u myšice 

lesní, naopak nejnižší u myši domácí. Důvodem je nejspíše míra promiskuity druhu, protože 

velikost akrozomu souvisí s oplozovací schopností. U myši domácí byla prokázána 

promiskuita ve 23 % případů (Dean et al. 2006), u hraboše polního je to 50 % případů 

(Borkowska a Ratkiewicz 2010). Myšice lesní je promiskuitní ze 60 % (Bryja et al. 2008), 

což se pravděpodobně odráží na variabilitě mezi spermiemi.  

Pomocí analýzy hmotnostní spektrometrií jsme po odstranění kontaminantů dostali set 

277 bílkovin, u kterých bylo možné změřit hodnotu abundance proteinu. Nejvíce proteinů 

bylo identifikováno v akrozomu myšice lesní, konkrétně 239 proteinů. U hraboše polního 

bylo identifikováno 194 proteinů a u myši domácí 179 proteinů. Ačkoli by se dalo očekávat, 

že nejvíce proteinů bude nalezeno u myši domácí, vzhledem k mapování všech proteinů na 

myší genom, u myšice bylo odhaleno o 60 proteinů více. Je pravděpodobné, že důvodem je 

opět rozdílná míra promiskuity vybraných druhů. Je prokázáno, že druhy s vyšší úrovní 

kompetice spermií mají větší akrozom, který obsahuje více proteinů (Vicens et al. 2017). 
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Toto tvrzení potvrzují i morfometrická data z tohoto experimentu, kde měly myšice 

prokazatelně nejdelší apikální háčky. 

Jako nejvíce diskriminující protein byl určen protein kódovaný genem Crisp1. Protein 

CRISP1 je třináctý nejpočetnější protein u myši domácí a zároveň nebyl identifikován 

u myšice ani u hraboše. Jedná se o sekreční protein 1 bohatý na cystein, který má pomáhat 

spermiím podstoupit proces zrání, zatímco se pohybují z varlete do chámovodu. Vzhledem 

k tomu, že myšice ani hraboš nemají anotované genomy a všechny proteiny byly mapovány 

na genom myši, je složité určit, zda určité proteiny nebyly u druhů identifikovány, protože 

se u nich nevyskytují, nebo proto, že vykazují jistou míru odlišnosti a nebylo možné je dobře 

namapovat. Nicméně graf zobrazující abundanci proteinů všech tří druhů naznačuje, že mezi 

proteomem jednotlivých druhů se vyskytují odlišnosti, které ale mohou být způsobeny 

odlišností druhů, nikoli špatným mapováním. Například u myši domácí bylo identifikováno 

26 proteinů specifických pouze pro myš domácí, které nebyly identifikovány u žádného ze 

zbývajících druhů. Jedná se především o proteiny zapojené do rozpoznání spermie a vajíčka 

v počátečním kroku kontaktu mezi plazmatickou membránou spermie a zona pellucida 

vajíčka během oplození. Konkrétně jde o proteiny SPACA3 a SPESP1. Protein SPACA3 je 

protein 3 asociovaný se spermatickou akrozomální membránou, který se podílí na adhezi 

a fúzi plazmatické membrány spermie s vajíčkem. Je tedy pravděpodobné, že se tento protein 

liší od proteinů zastupujících tuto funkci u ostatních druhů.  

Při analýze konektivity nejvíce diskriminujících proteinů jednotlivých druhů byly 

u všech druhů objeveny proteiny účastnící se metabolismu glukózy. Mezidruhovým 

porovnáním se nám podařilo identifikovat 4 proteiny společné pro všechny tři druhy, které 

odlišují spermie s dlouhým a krátkým apikálním háčkem, pomocí diskriminační analýzy a 11 

společných proteinů pomocí metody strojového učení Random Forest (RF). Je patrné, že 

konvenční statistické metody jsou méně senzitivní a nejsou schopné detekovat malé rozdíly 

mezi hodnotami. Vzhledem k nízkému počtu porovnávaných vzorků vychází při jakékoli 

míře rozdílnosti vždy nízká hodnota signifikance. Určitou roli můžeme přisuzovat 

i problémům s mapování, kdy hodnoty abundance některých proteinů vychází nulové, 

protože nebylo možné proteiny správně namapovat. V každém případě se zdá, že Random 

Forest je mnohem senzitivnější než neparamterické metody. Diskriminační analýza nám 

ukázala, že se proteomy jako celek odlišují, ale metoda Random Forest založená na 

hierarchickém klastrování má pravděpodobně lepší rozlišovací schopnost a zdá se být 

citlivější k odhalení trendu důležitých proteinů v reálných dimenzích, než diskriminační 
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analýza. Pomocí metod strojového učení se nám podařilo odhalit jedenáct proteinů 

společných pro všechny druhy, z čehož u pěti proteinů byl objeven patrný trend, který ale 

dle Wilcoxonova testu nevyšel signifikantní, protože jsme porovnávali nízký počet vzorků 

(3 krátké a 3 dlouhé). Ze čtyř společných proteinů identifikovaných pomocí diskriminační 

analýzy byl nalezen trend u dvou, přičemž jeden z těchto dvou proteinů byl identifikovaný 

i pomocí metody RF. Z tohoto porovnání lze opět usuzovat, že metody strojového učení jsou 

pro analýzy s nízkým počtem vzorků citlivější a jsou schopné odhalit trend, přestože 

prostřednictvím konvenčních statistických metod nelze označit tento trend při nízkém počtu 

vzorků za signifikantní.  

Celkem byl nelezen trend u šesti proteinů z celkového počtu 14 společných proteinů 

identifikovaných oběma metodami, přičemž pět z nich bylo identifikovaných pomocí RF. 

Jedná se o proteiny SORD, ENO1 a FBP1, což jsou proteiny účastnící se metabolismu 

glukózy a tím pádem mají vliv na hladinu energie využitelnou pro motilitu spermie. Protein 

SORD je sorbitol dehydrogenáza, která hraje klíčovou roli při přeměně glukózy přes sorbitol 

na fruktózu. Sorbitol tak může sloužit jako alternativní zdroj energie pro motilitu spermií 

(Cao et al. 2009). Protein ENO1 je alfa-enoláza a jedná se o glykolytický enzym, který se 

podílí na tvorbě ATP (Nakamura et al. 2013). Protein FBP1 je fruktóza-1,6-bisfosfatáza 

a katalyzuje hydrolýzu fruktózy-1,6-bisfosfátu na fruktózu-6-fostát, a tím působí jako enzym 

omezující rychlost glukoneogeneze (Zhang et al. 2010). Tyto proteiny, se vždy nacházely ve 

větším množství u spermií s delším apikálním háčkem, než u spermií s krátkým apikálním 

háčkem. Z toho lze usuzovat, že spermie s delším apikálním háčkem mají výkonnější 

energetický metabolismus a tím pádem mají i lepší oplozovací schopnosti, což odpovídá 

zjištění, že spermie s delším apikálním háčkem mají lepší oplozovací schopnosti a dokáží 

plavat rychleji (Varea-Sánchez et al. 2016). Dalším proteinem, u kterého byl odhalen 

společný trend, je protein PPP1CC2, což je serin/threonin-protein fosfatáza. Tento protein 

nepatří do skupiny společných proteinů signifikantně diskriminujících spermie s dlouhým 

a krátkým apikálním háčkem všech tří druhů, ale byl vybrán na základě analýzy konektivity 

mezi diskriminujícími proteiny. Protein PPP1CC2 se podílí na metabolismu glykogenu a je 

nezbytný pro samčí plodnost, spermatogenezi a morfologický vývoj spermií (Sinha et al. 

2012). Naše data ukazují vyšší hladiny tohoto proteinu u spermií s delším apikálním háčkem, 

což znovu naznačuje, že spermie s delším apikálním háčkem budou mít lepší oplozovací 

schopnosti.  
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 Je však nutné zmínit, že tyto proteiny nejsou v akrozomu funkční a metabolismus 

sacharidů v akrozomu neprobíhá. Protein SORD je původně lokalizovaný v bičíku spermie 

(Cao et al. 2009). Je prokazatelné, že v akrozomálním váčku se vyskytují i jiné než 

akrozomální proteiny, které v tomto váčku nemají zjevnou funkci. Tento fakt by byl 

v souladu s tvrzením, že akrozom by mohl sloužit jako odpadní váček pro proteiny, které 

nejsou již potřeba pro další život spermie (Macíčková 2021). Zároveň by bylo pro spermii 

možné se zbavit toxických molekul, které jsou pro vajíčko nežádoucí. Tvrzení, že obsah 

akrozomu pro oplození není esenciální, již dříve nastínily některé studie. Je prokázáno, 

že velká část spermií projde akrozomální reakcí dříve, než dojde ke kontaktu se zona 

pellucida (Inoue et al. 2003; Jin et al. 2011). V této studii, prováděné na myších s mutovaným 

genem pro protein CD46, bylo prokázáno, že spermie bez tohoto proteinu podstupují 

předčasnou akrozomální reakci dva krát tak častěji než myši s aktivním Cd46. Zároveň ale 

jedinci s mutovanýcm CD46 neztratili schopnost oplození a jejich vrhy byly větší, než vrhy 

kontrolních myší (Inoue et al. 2003).  

Toto tvrzení by ale vyvracelo pohled na přítomnost proteazomálních proteinů 

v akrozomu. Dle Šutovského (Sutovsky et al. 2004) je ubikvitin-proteazomální dráha 

zapojená do penetrace zona pellucida u savců. Tato teorie předpokládá, že se proteasomální 

proteiny podílí na degradaci ubikvitinovaných proteinů zona pellucida vajíčka a tím 

umožňují penetraci spermie skrz zona pellucida. Dále uvádí, že inhibice proteazomů má za 

následek nulovou úspěšnost oplození (Sutovsky et al. 2004). Vzhledem k tomu, že Inoue 

(Inoue et al. 2003) potvrdili, že ztráta akrozomu nesnižuje oplozovací schopnost spermií, 

naopak ji může i zvýšit, tak se tyto dva názory z velké části vylučují a bude zapotřebí dalších 

studií, aby mohla být tato problematika objasněna.  

Proteiny proteazomálního komplexu byly v akrozomu odhaleny i v této práci, 

a dokonce u nich byl objeven trend mezi všemi třemi zkoumanými druhy. V našem případě 

se jedná o proteiny PSMA1, PSMA8 a PSMD4. Proteiny PSMA1 a PSMA8 jsou alfa-

podjednotky 20S proteazomu. Tyto dva proteiny se vyskytují ve větším množství u jedinců 

s delším apikálním háčkem, i když u hraboše nebyl tento trend tak patrný, jako u myši 

a myšice. Naopak ne-ATPázová regulační podjednotka proteazomu 26S PSMD4 vykazovala 

jasný trend u hraboše a myšice, kdy bylo opět větší množství proteinů detekováno u spermií 

s dlouhým apikálním háčkem. U myši domácí tento protein nebyl detekován. Proteazom je 

u spermií nejvíce aktivní během spermiogeneze, kdy dochází k tvarování spermie a redukci 

nepotřebného buněčného materiálu, který je určen k degradaci. Je tedy možné, že 
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proteasomální proteiny mohou v akrosomu představovat již jen odpadní proteiny, které 

splnily svou funkci během spermiogeneze a nemají být přeneseny do oocytu během 

oplození.  

Stejně tak bylo u spermií s delším apikálním háčkem identifikováno více proteinu 

TPPP2, což je tubulin polymeráza podílející se na regulaci dynamiky mikrotubulů, jehož 

inhibice způsobuje významně sníženou motilitu spermií a snížený obsah ATP. Nedostatek 

tohoto proteinu vede ke snížené motilitě spermií a plodnosti (Zhu et al. 2019). Tato fakta se 

opět shodují s teorií, že spermie s dlouhým apikálním háčkem mají lepší oplozovací 

schopnosti (Varea-Sánchez et al. 2016). Tubulin je však hlavní složkou bičíku a v akrozomu 

nebyla prokázána jeho funkce, na rozdíl například od aktinu. Existuje hypotéza, že se 

mikrotubuly účastní membránového přenosu mezi Golgiho aparátem a akrozomem během 

prvních kroků diferenciace spermatid (Moreno et al. 2006). Je tedy možné, že i protein 

TPPP2 a další proteiny spojené s tubulinem se v akrozomu nachází pouze jako pozůstatky 

po dokončené spermatogenezi.  

Společný trend byl identifikován i u dalších třech proteinů podílejících se na kontrole 

hladiny toxických molekul, jako retinolu, případně kyseliny retinové, jejichž nadbytek 

v buňce působí cytotoxicky. Jedná se o proteiny aldehyd dehydrogenázu (ALDH1A1) 

a prostaglandin-H2 D-isomerázu (PTGDS), která katalyzuje přeměnu prostaglandinu H2 na 

prostaglandin D2, který přispívá ke správné diferenciaci samčích zárodečných buněk 

(Moniot et al. 2014). Opačný trend, tedy větší množství proteinu u spermií s krátkým 

apikálním háčkem, byl identifikován u proteinu MUP17. Protein MUP17 patří do rodiny 

lipokalinů, což jsou globulární transportní proteiny s konformací osmivláknového betabarelu 

se schopností vázat uvnitř malé organické molekuly (Stopková et al. 2009). Tento protein 

byl zatím identifikován v akrozomu u myši domácí, kde může mít protektivní či signální 

funkci pro chemickou komunikaci spermie a oocytu (Kwak et al. 2016; Otčenášková 2019; 

Stopková et al. 2021). V této práci potvrzujeme přítomnost hlavních močových proteinů 

i v akrozomu myšice lesní a hraboše polního. Tento protein byl nejvíce podobný myšímu 

proteinu MUP17. Zjišťujeme, že je to jeden z proteinů, který nejvíce odlišuje dlouhé a krátké 

spermie a vykazuje stejný trend u všech tří druhů. Zároveň je to jeden z nevíce 

diskriminujících proteinů myšice lesní.  

Dále byly identifikovány proteiny, u kterých byl patrný trend jen u myši a myšice. 

Tyto druhy jsou si fylogeneticky příbuznější, proto u nich pravděpodobně nacházíme více 

společných proteinů a více proteinů vykazuje stejný trend. U hraboše a myši, nebo hraboše 
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a myšice, nebyly identifikovány proteiny, které by vykazovaly signifikantní trend jen 

u těchto dvou druhů. I při analýze společných proteinů pomocí diskriminační analýzy nebyla 

identifikována tak silná konektivita mezi proteiny jako mezi myší a myšicí. Proteiny s vyšší 

mírou konektivity byly mezi hrabošem a dalším zkoumaným druhem objeveny až pomocí 

metody strojového učení (RF), což znovu potvrzuje naše tvrzení, že metody strojového učení 

mají lepší senzitivitu.  

Spermie myší a myšic s delším apikálním háčkem měly více proteinu ZP3R, což je 

receptor vázající glykoprotein ZP3 na zona pellucida a podílí se interakci mezi zona 

pellucida vajíčka a spermií během oplození (Bookbinder et al. 1995). Většina proteinů se 

společným trendem pro myš a myšici byly proteiny podílející se na energetickém 

metabolismu. Jedná se o proteiny AK1, ALDOA, ATP5B, GPI, PDHB, PGAM2, PGK1 

a PGK2, které se vždy vyskytovaly ve větším množství u spermií s delšími apikálními háčky. 

Adenylát kináza (AK1) udržuje konstantní adenylátový energetický náboj vzájemnou 

konverzí ATP a AMP na ADP, a tím udržuje optimální hladinu ATP v místech se zvýšenou 

výrobou nebo spotřebou ATP, čímž ovlivňuje hospodaření s energií, na kterém závisí 

motilita spermie (Cao et al. 2006). Fruktóza-bisfosfát aldoáza A (ALDOA) hraje klíčovou 

roli v glykolýze a glukoneogenezi, stejně jako glukóza-6-fosfát izomeráza (GPI), 

fosfoglycerát mutáza (PGAM2), pyruvát dehydrogenáza (PDHB) a fosfoglycerát kinázy 

(PGK1 a PGK2). Protein PGK2 je nezbytný pro plodnost samců a delece genu pro PGT2 

výrazně snižuje množství ATP a motilitu spermií (Danshina et al. 2010). Stejný trend byl 

objeven i u ATP syntázy mitochondriální membrány ATP5B. Toto zjištění je opět v souladu 

s tvrzením, že spermie s delším apikálním háčkem mají lepší oplozovací schopnosti 

a motilitu, protože dokáží vyprodukovat více energie (Varea-Sánchez et al. 2016). Nicméně 

opět nacházíme v akrosomu další proteiny, nyní konkrétně mitochondriální proteiny, které 

v akrosomu nemohou plnit svou funkci a jsou zde nejspíše jako pozůstatek po 

spermiogenezi.  

Delší spermie myši a myšice obsahovaly také podstatně více akrosinu (ACR), což je 

serinová proteáza nacházející se v savčím akrozomu. Dříve se předpokládalo, že funkcí 

akrosinu je naštěpit zona pellucida oocytu a umožnit spermii proniknout k plazmatické 

membráně oocytu. Dnes je ale prokázané, že samci nesoucí úplnou mutaci v genu pro 

akrozin jsou stále plodní a jsou schopni oplození (Baba et al. 1994), což je v souladu 

s názorem, že akrosomální obsah není esenciální pro oplození a spermie jsou schopné 

oplodnit vajíčko i bez akrozomálního obsahu. Tyto spermie však vykazují opožděnou 
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fertilizaci, z čehož je patrné, že nepřítomnost akrosinu přináší spermiím selektivní nevýhodu 

(Adham et al. 1997).  

Z těchto dat vyplývá, že spermie s krátkým a dlouhým apikálním háčkem nejvíce 

odlišují metabolické proteiny, které se většinou podílí na metabolismu sacharidů a produkci 

energie. Na závěr této práce byly testovány již zmíněné proteiny bez ohledu na druh a bylo 

nalezeno 6 proteinů se signifikantním trendem mezi krátkými a dlouhými spermiemi. Jedná 

se o čtyři proteiny podílející se na metabolismu sacharidů, a to proteiny FBP1, PGAM2, 

SORD a PPP1CC, dále MUP17, který, jak již bylo zmíněno, má protektivní nebo signální 

funkci při komunikaci gamet a nakonec již zmíněný TPPP2, který s podílí na polymeraci 

tubulinu.  

Důležitým zjištěním této diplomové práce bylo, že 4 proteiny podílející se na 

metabolismu sacharidů vykazují stejný signifikantní trend bez ohledu na druh. Tato data 

naznačují, že mezi všemi třemi zkoumanými druhy nenacházíme signifikantní rozdíly a tyto 

druhy vykazují určitý společný trend proteinů odlišujících spermie s dlouhým a krátkým 

apikálním háčkem. Zároveň z těchto dat vyplývá, že spermie s dlouhým a krátkým apikálním 

háčkem se nejvíce liší na úrovni metabolismu, převážně metabolismu sacharidů, a ve 

schopnosti produkce energie. Je však evidentní, že množství těchto metabolických proteinů 

je spíše korelát kvality spermií, vzhledem k tomu, že spermie s delším apikálním háčkem 

disponují větším množství metabolických proteinů v průběhu spermiogeneze, a v akrozomu 

už svou funkci neplní. Dále jsme prokázali, že akrozomy obsahují řadu dalších proteinů 

z procesu spermatogeneze, které v akrozomu již svou funkci neplní. Toto zjištění je posilující 

důkaz k hypotéze, že akrozom funguje jako organela, která vynáší odpadní látky do 

extracelulárního prostoru. Nicméně je nutné konstatovat, že tato práce byla prováděna na 

nízkém počtu vzorků a k potvrzení těchto výsledků je zapotřebí provést další výzkumy na 

větším počtu vzorků. Dále by bylo vhodné opakovat tento experiment s více příbuznými 

druhy, aby bylo možné objasnit, zda je tento trend zahrnující metabolické proteiny sacharidů 

shodný u většiny myšovitých hlodavců, či zda se jedná o specifikum pro tyto tři druhy.  
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7. Shrnutí 

1) Morfologická variabilita spermií i složení akrozomálního proteomu myši domácí jsou již 

velmi dobře prozkoumané oblasti. V této diplomové práci jsem se jako první zabývala 

vztahem mezi individuální morfologickou variabilitou spermií a složením akrozomálního 

proteomu. 

2) Většina těchto studií se provádí na myši domácí chované v laboratorních podmínkách. 

Morfologie spermií se však může měnit vlivem prostředí, kde na jedince působí tlak 

vzrůstající kompetice. Proto byl tento výzkum proveden na divokých druzích, které byly 

ovlivněny prostředím, a my tím získali možnost analyzovat rozdílnost morfologie a její 

vliv na složení proteomu v reálných podmínkách. Pro výzkum byly, kromě myši domácí, 

vybrány druhy myšice lesní a hraboš polní, které v tomto kontextu ještě nikdo nestudoval. 

3) Namapování proteinů všech tří zkoumaných druhů na genom myši domácí potvrdilo, že 

je možné relativně úspěšně mapovat proteiny na genom příbuzných druhů. V této práci 

bylo identifikováno více společných proteinů mezi myší domácí a myšicí lesní, protože 

si jsou tyto druhy fylogeneticky příbuznější.  

4) Poprvé byl identifikován hlavní močový protein (MUP) v akrozomu myšice lesní 

a hraboše polního, který byl doposud identifikován jen v akrozomu myši domácí. Protein 

identifikovaný u myšice lesní a hraboše polního byl nejvíce podobný proteinu MUP17. 

Tento protein u myši domácí slouží pravděpodobně k chemické komunikaci, nicméně 

existuje i teorie, že vzhledem k jeho schopnostem vázat na sebe malé organické molekuly, 

by mohl sloužit i jako ochranný protein, který dokáže vynášet toxické látky.  

5) Byl nalezen společný trend pro všechny druhy mezi proteiny, které nejvíce odlišují 

spermie s krátkým apikálním háčkem od spermií s dlouhým apikálním háčkem. Tento 

trend byl nejčastěji v proteinech podílejících se na metabolismu sacharidů a produkci 

energie. Metabolismus sacharidů ale v akrozomu neprobíhá, proto lze z těchto výsledků 

usuzovat, že spermie s delším apikálním háčkem, které by měly mít lepší oplozovací 

schopnosti, měly pravděpodobně v průběhu spermatogeneze k dispozici více 

metabolických proteinů pro produkci energie. Množství těchto proteinů tedy spíše 

koreluje s kvalitou spermií. Je pravděpodobné, že kvalita spermií do značné míry závisí 

na energetickém metabolismu.  
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6) Tato analýza byla provedena dvěma metodami, které byly následně porovnány. Jednalo 

se o diskriminační analýzu, jako konvenční statistickou metodu, která je ve výzkumu 

běžně využívána. Druhou metodou byla metoda strojového učení Random Forest. Bylo 

prokázáno, že metody strojového učení jsou citlivější pro práci s nízkým počtem vzorků, 

a že dokáží odhalit trend, které konvenční statistické metody neodhalí, nebo nedokáží 

určit, zda je trend dostatečně signifikantní, vzhledem k nízkému počtu vzorků.  

7) V akrozomálním proteomu všech tří druhů byla odhalena řada proteinů, které přímo 

nesouvisí s oplozením a v akrozomu nemají zjevnou funkci. Jedná se především 

o mitochondriální, proteazomální, metabolické, desmozomální a cytoskeletální proteiny. 

Toto zjištění podporuje teorii, že akrozom nehraje roli pouze při oplození, ale mohl by 

sloužit i jako odpadní organela, do které se v průběhu spermiogeneze uzavřou všechny 

látky, které splnily svůj úkol v průběhu spermatogeneze/spermiogeneze a dále již nejsou 

pro spermii potřeba. Tyto látky jsou pak v akrozomu shromážděny v solubilním stavu 

a následně odvrženy v průběhu akrozomální reakce před oplozením, což by zabránilo 

vniknutí těchto látek do oplozovaného oocytu, pro který by nebyly přínosné.  
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9. Přílohy 

Příloha 1.: Tabulky shrnující počty odchycených jedinců jednotlivých druhů (1), hodnoty 

morfometrického měření těchto jedinců (Mus musculus (2), Apodemus flavicollis (3), 

Microtus arvalis (4)).  

Přílohy - Tabulka 1 (Přehled odchycených jedinců)  

Druh Mus musculus 

Apodemus 

flavicollis 

Apodemus 

sylvaticus 

Microtus 

arvalis 

Clethrionomys 

glareolus 

Samice 
6  11 3  31 2  

Juvenilní 
0  11 0  3  0  

Samci bez 

spermií 
1  3  2  2  3  

Samci se 

spermiemi 
14 8  1  9  0  

Celkem 21 33 6  45 5  

 

 

 

 

Přílohy - Tabulka 2 (Hodnoty morfometrického měření jedinců Mus musculus) 

Mus  APIKÁLNÍ HÁČEK PLOCHA HLAVIČKY DÉLKA MIDPIECE DÉLKA BIČÍKU 

musculus   μm     μm2     μm     μm   

IND Medián Průměr SD Medián Průměr SD Medián Průměr SD Medián Průměr SD 

M0 13.769 13.804 0.860 19.336 19.885 3.817 24.408 24.654 1.733 97.102 94.701 8.435 

M1 12.927 12.899 0.721 18.828 19.097 2.334 22.941 23.193 0.999 93.378 93.194 3.850 

M2 13.861 13.875 0.782 21.097 21.076 2.245 24.004 24.293 1.534 96.734 96.638 3.877 

M3 13.632 13.688 0.655 19.908 20.024 2.024 24.257 24.512 1.434 95.480 93.988 4.179 

M4 13.150 13.100 0.782 18.877 18.697 1.698 23.537 23.672 1.066 89.141 88.356 4.799 

M5 13.962 13.923 0.783 20.538 20.255 1.994 24.150 23.879 1.409 96.713 96.753 3.248 

M7 13.374 13.542 0.793 19.364 19.165 1.948 22.587 22.517 1.424 93.572 93.275 2.304 

M8 13.683 13.701 0.670 19.863 19.992 1.806 23.327 23.275 0.901 93.778 92.516 4.460 

M9 13.486 13.392 0.709 18.955 19.017 2.323 23.305 23.349 0.901 92.763 92.423 1.775 

M10 13.536 13.581 0.638 19.048 19.087 1.599 23.852 24.031 0.948 96.588 96.701 3.498 

M11 13.669 13.695 0.661 20.372 20.644 1.744 22.533 22.927 1.326 95.099 94.824 2.047 

M12 13.737 13.747 1.054 19.747 19.907 2.917 22.676 22.741 1.375 93.175 93.791 3.076 

M13 14.240 14.113 1.146 23.291 23.244 2.510 22.571 22.701 1.893 93.573 93.672 3.336 

M14 13.562 13.668 0.840 21.020 20.787 2.134 23.455 23.286 1.231 94.331 94.678 2.580 

 

 



 

 

Přílohy - Tabulka 3 (Hodnoty morfometrického měření jedinců Apodemus flavicollis) 

Apodemus APIKÁLNÍ HÁČEK PLOCHA HLAVIČKY DÉLKA MIDPIECE DÉLKA BIČÍKU 

 flavicollis   μm     μm2     μm     μm   

IND Medián Průměr SD Medián Průměr SD Medián Průměr SD Medián Průměr SD 

A1 17.911 17.928 1.054 27.151 27.461 3.894 27.025 27.225 2.743 90.634 89.506 8.618 

A2 18.068 18.099 1.259 23.795 24.270 2.822 27.627 27.650 1.204 89.848 87.338 9.217 

A3 18.480 18.506 1.391 27.134 27.351 3.250 26.340 26.254 1.322 94.120 93.272 6.212 

A4 17.569 17.562 1.351 23.687 23.846 2.847 26.348 26.120 2.284 89.389 88.797 9.947 

A5 19.190 18.905 1.349 27.158 27.383 4.367 25.814 25.869 1.455 89.186 88.610 8.913 

A6 19.092 19.266 1.109 31.813 31.422 2.677 25.734 25.740 1.104 96.229 97.488 4.040 

A9 19.610 19.784 0.812 34.688 34.501 3.816 26.894 26.849 0.923 93.909 93.975 2.362 

A10 18.178 18.157 0.719 26.638 26.328 2.868 26.332 26.166 1.302 90.217 90.156 2.415 

 

 

Přílohy - Tabulka 4 (Hodnoty morfometrického měření jedinců Microtus arvalis) 

Microtus APIKÁLNÍ HÁČEK PLOCHA HLAVIČKY DÉLKA MIDPIECE DÉLKA BIČÍKU 

 arvalis   μm     μm2     μm     μm   

IND Medián Průměr SD Medián Průměr SD Medián Průměr SD Medián Průměr SD 

Mi1 11.218 11.245 1.096 18.451 19.035 2.433 21.51 21.82 1.846 58.171 58.505 3.624 

Mi2 10.499 10.541 0.934 16.532 16.621 2.178 22.262 22.29 0.742 58.793 58.479 5.178 

Mi3 11.085 11.192 0.862 18.04 18.344 2.354 20.949 20.796 0.801 55.3  55.204 3.396 

Mi4 11.477 11.579 1.115 18.829 19.062 2.827 21.676 21.709 1.421 57.395 57.322 3.106 

Mi5 12.82 12.897 1.352 18.837 18.508 2.260 20.375 20.456 1.143 55.74 56.18 2.127 

Mi6 11.36 11.369 0.842 17.828 18.091 1.767 21.725 21.562 0.832 58.319 57.864 3.183 

Mi7 12.094 12.232 1.067 18.361 18.294 2.228 21.501 21.368 1.115 58.975 58.566 2.826 

Mi8 10.882 10.849 0.947 15.545 15.962 1.973 20.868 20.903 0.924 59.131 58.698 2.424 

Mi9 11.981 12.187 1.252 20.177 20.264 2.960 21.765 21.739 1.030 58.273 58.005 2.357 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Příloha 2.: Přehledová tabulka shrnující informace o odchycených samcích.  

Kód Druh Lokalita 

H
m

o
tn

o
st

 

(g
) Varle 

P (g) 

Varle 

L (g) 

Rozměr Varle 

P (d*š*v ) mm 

Objem 

Varle 

P mm3 

Rozměr Varle 

L (d*š*v ) mm 

Objem 

Varle 

L mm3 P
ro

te
o

m
  

Poznámka 

M0 
Mus m. 

musculus 
Chovy 

Viničná 18.30 x  x  x  x  x  x  x  x  x  x  ano x  

M1 
Mus m. 

musculus 

 Brandýs 

n /Lab. 19.09 0.0464 0.0471 5.6  4.3  3.7  373.2  5.8  4.1  3.6  358.6  ano x  

M2 
Mus m. 

musculus 

 Brandýs 

n /Lab. 16.73 0.0643 0.0646 6.2  4.3  3.8  424.3  6.4  4.2  4.2  472.9  ano x  

M3 
Mus m. 

musculus 

 Brandýs 

n /Lab. 19.62 0.0721 0.0740 6.4  4.4  4.0  471.8  6.6  4.5  4.0  497.6  ano x  

M4 
Mus m. 

musculus 
 Brandýs 

n /Lab. 15.43 0.0511 0.0516 5.9  4.4  3.3  358.8  6.6  4.2  3.9  452.8  ano x  

M5 
Mus m. 

musculus 

 Brandýs 

n /Lab. 18.01 0.0554 0.0633 6.1  4.4  3.5  393.5  6.0  4.4  3.6  398.1  ano x  

M6 
Mus m. 

musculus 

 Brandýs 

n /Lab. 13.41 0.0427 0.0391 5.1  3.9  3.6  299.9  5.0  3.7  3.6  279.0  ne 

Bez 

spermií 

M7 
Mus m. 

musculus 
Brandýs 

n /Lab. 20.15 0.0759 0.0705 7.2  5.1  4.3  661.4  6.8  4.5  4.1  525.5  ano 

ID: 

200507 

M8 
Mus m. 

musculus 
Brandýs 

n /Lab. 17.95 0.0919 0.0877 7.1  5.0  4.4  654.3  6.8  5.0  4.9  697.8  ano 

ID: 

200513 

M9 
Mus m. 

musculus 
Brandýs 

n /Lab. 16.02 0.0742 0.0714 6.8  4.5  4.4  564.0  7.1  4.6  4.3  588.2  ano 

ID: 

200511 

M10 
Mus m. 

musculus 
Brandýs 

n /Lab. 18.05 0.0967 0.0930 8.0  5.1  4.7  803.2  7.9  4.6  4.6  700.2  ano 

ID: 

200516 

M11 
Mus m. 

musculus 
Brandýs 

n /Lab. 18.99 0.0816 0.0831 6.4  4.5  3.9  470.5  6.4  4.5  4.2  506.7  ano 

ID: 

200514 

M12 
Mus m. 

musculus 
Brandýs 

n /Lab. 17.05 0.0693 0.0683 6.8  4.0  3.6  410.2  6.0  4.1  4.0  412.2  ano 

ID: 

200506 

M13 
Mus m. 

musculus 
Brandýs 

n /Lab. 16.13 0.0668 0.0643 6.7  4.5  3.9  492.5  6.7  4.2  3.8  447.9  ano 

ID: 

200505 

M14 
Mus m. 

musculus 
Brandýs 

n /Lab. 18.74 0.0574 0.0568 6.3  4.5  4.1  486.9  6.2  4.3  3.9  435.5  ano 

ID: 

200512 

A1 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 34.77 x  x  x  x  x  x  x  x  x  x  ano x  

A2 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 35.10 x  x  x  x  x  x  x  x  x  x  ano x  

A3 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 29.21 x  x  x  x  x  x  x  x  x  x  ano x  

A4 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 28.80 x  x  x  x  x  x  x  x  x  x  ano 

Málo 

spermií 

A5 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 26.24 x  x  x  x  x  x  x  x  x  x  ano x  

A6 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 23.68 0.5333 0.5327 14.8  8.4  7.9  4113.8  14.2  8.3  7.3  3603.8  ano x  

A7 
Apodemus 

flavicollis 
Shell, 

Vestec 23.69 0.1182 0.1152 9.0  4.8  4.4  796.2  8.8  5.6  4.9  1011.4  ne 

Bez 

spermií 

A8 
Apodemus 

sylvaticus 
Shell, 

Vestec 24.96 0.3825 0.3742 13.1  7.4  6.7  2720.5  13.4  7.4  6.7  2782.8  ano x  

A9 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 19.98 0.4403 0.4172 13.6  6.9  6.4  2515.6  13.4  7.4  7.1  2949.0  ano  x  

A10 
Apodemus 

flavicollis 

Švábův 

hrádek, 

ČB  24.97 0.4634 0.4710 13.4  7.7  7.0  3025.3  13.5  7.4  7.3  3054.7  ano x  

A11 
Apodemus 

sylvaticus 
Biocev, 

Vestec 18.88 0.0216 0.0212 6.0  3.3  2.5  207.3  5.8  3.1  2.9  218.4  ne 

Bez 

spermií 



 

A12 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 29.29 0.0524 0.0490 8.0  4.0  3.7  495.9  7.7  4.4  3.5  496.7  ne 

Bez 

spermií 

A13 
Apodemus 

flavicollis 
Biocev, 

Vestec 23.21 0.0222 0.0181 5.2  3.0  2.6  169.9  5.3  2.7  2.6  155.8  ne 

Bez 

spermií 

A14 
Apodemus 

sylvaticus 
Dolní 

Břežany 20.75 0.0118 0.0120 4.3  2.3  2.1  87.0  4.8  2.4  2.0  96.5  ne 

Bez 

spermií 

Mi1 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 42.40 x  x  x  x  x  x  x  x  x  x  ano x  

Mi2 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 

25. 

22  0.2660 0.2610 x  x  x  x  x  x  x  x  ano 

Málo 

spermií 

Mi3 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 25.72 0.1720 0.1780 x  x  x  x  x  x  x  x  ano 

Málo 

spermií 

Mi4 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 20.66 0.2200 0.2325 9.2  6.5  5.5  1377.7  9.9  6.8  6.0  1691.9  ano x  

Mi5 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 33.85 0.2508 0.3241 10.3  6.6  6.3  1793.9  11.3  7.8  6.7  2473.6  ano  x  

Mi6 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 31.24 0.2876 0.2909 10.5  7.6  6.4  2139.2  11.4  7.1  6.5  2203.7  ano x  

Mi7 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 32.26 0.2492 0.2600 10.6  7.2  6.2  1982.0  11.0  6.9  6.0  1907.5  ano x  

Mi8 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 40.07 0.2651 0.2674 9.7  7.0  6.4  1820.2  9.6  7.2  6.2  1795.0  ano  x  

Mi9 
Microtus 

arvalis  
Biocev, 

Vestec 23.99 0.2315 0.2457 10.8  7.1  5.5  1766.5  10.2  6.9  5.5  1621.4  ano x  

C1 
Clethrionomys 

glareolus 
Dolní 

Břežany 16.12 0.0063 0.0052 3.2  2.5  2.2  73.7  3.0  2.8  2.1  73.9  ne 

Bez 

spermií 

C2 
Clethrionomys 

glareolus 
Dolní 

Břežany 16.41 0.0118 0.0089 3.9  2.8  2.1  96.1  3.6  2.6  2.4  94.1  ne 

Bez 

spermií 

C3 
Clethrionomys 

glareolus 
Dolní 

Břežany 16.43 0.0134 0.0128 4.6  2.8  2.5  134.9  4.8  2.9  2.2  128.3  ne 

Bez 

spermií 

 

 

 

 

 

 



 

Příloha 3.: Korelace jednotlivých rozměrů u všech zkoumaných druhů.  

 

 

 

 



 

Příloha 4.: Diskriminační analýza podle délky apikálního háčku.  

 

 

 



 

Příloha 5.: Diskriminační analýza podle velikosti plochy hlavičky.  

 

 

 



 

Příloha 6.: Diskriminační analýza podle délky midpiece bičíku.  

 

 

 



 

Příloha 7.: Diskriminační analýza podle délky bičíku.  

 

 

 



 

Příloha 8.: Přehledová tabulka popsaných proteinů s názvy genů, které tyto proteiny 

kódují a s jejich funkcí. Veškeré informace a názvy byly převzaty z databáze UniProt.org 

(The UniProt Consortium 2021).  

Název 
genu 

Anglický název proteinu Český název proteinu Funkce proteinu 

Acr Acrosin Akrozin Serinová proteáza- hlavní proteáza savčích spermií 

Adam3 
A disintegrin and 
metallopeptidase domain 
3  

Disintegrinová 
a metalopeptidázová 
doména 3  

Řízení migrace spermií do vejcovodu 

Ak1 
Adenylate kinase 
isoenzyme 1  

Adenylátkináza isoenzym 1  
Katalyzuje reverzibilní přenos koncové fosfátové skupiny mezi ATP 
a AMP. Dokáže tlumit adenylátový energetický náboj a tím ovlivňuje 
motilitu spermií. AMP + ATP = 2 ADP 

Aldh1a1 
Aldehyde dehydrogenase 
1A1 

Adenylátdehydrogenáza 1A1 
Cytosolová dehydrogenáza, který katalizuje oxidaci retinaldehydu na 
kyselinu retinovou- kontrola hladin retinolu a kyseliny retinové 
(nadbytek může být teratogenní a cytotoxický) 

Aldoa 
Fructose-bisphosphate 
aldolase A  

Fruktóza-bisfosfát aldoláza A  
Má klíčovou roli v glykolýze a glukoneogenezi (syntéza D -
glyceraldehyd-3 -fosfát a glyceronfosfát z D -glukózy)  

Anxa2 Annexin A2 Annexin A2 
Protein vázající membránu regulovaný vápníkem. Váže dva vápenaté 
ionty s vysokou afinitou. Může zesíťovat fosfolipidy plazmatické 
membrány s aktinem a cytoskeletem a podílet se na exocytóze. 

Armc4 
Armadillo repeat-
containing protein 4  

Podjednotka 2 . komplexu 
vnějšího dyneinového 
ramene 

Složka dokovacího komplexu vnějšího dyneinového ramene (ODA-
DC), která zprostředkovává vazbu vnějšího dyneinového ramene 
(ODA) na dubletový mikrotubul 

Atp5a1 
ATP synthase subunit 
alpha, mitochondrial 

ATP syntáza podjednotka 
alfa, mitochondriální 

ATP syntáza mitochondriální membrány (F 1 F 0 ATP syntáza nebo 
komplex V ) produkuje ATP z ADP v přítomnosti protonového 
gradientu přes membránu, který je generován elektronovými 
transportními komplexy dýchacího řetězce. Atp5b 

ATP synthase subunit 
beta, mitochondrial 

ATP syntáza podjednotka 
beta, mitochondriální 

Atp8b3 
Phospholipid-transporting 
ATPase IK 

ATPáza IK transportující 
fosfolipidy 

Může být zodpovědný za udržování asymetrické distribuce 
fosfatidylserinu (PS) v membránách spermií. Podílí se na reakcích 
akrozomů a vazbě spermií na zona pellucida.  

Cat Catalase Kataláza 
Katalytický aktivita - 2 H 2 O 2 = 2 H 2 O + O 2 , slouží k ochraně 
buněk před toxickými účinky peroxidu vodíku.  

Cd46 
Membrane cofactor 
protein 

Membránový kofaktorový 
protein 

Může se podílet na fúzi spermií s oocytem během oplození. 

Ckb Creatine kinase B -type Kreatinkináza typu B  
Reverzibilně katalyzuje přenos fosfátu mezi ATP a různými fosfogeny 
- přenos energie ve tkáních s velkými, kolísajícími energetickými 
nároky. 

Dlat 

Dihydrolipoyllysine-
residue acetyltransferase 
component of pyruvate 
dehydrogenase complex, 
mitochondrial 

Dihydrolipoyllysin-
acetyltransferáza složka 
komplexu 
pyruvátdehydrogenázy, 
mitochondriální 

Komplex pyruvát dehydrogenázy katalyzuje celkové konverze 
pyruvátu na acetyl-CoA a CO 2  

Dsg1b Desmoglein-1 -beta Desmoglein-1 -beta 
Složka mezibuněčných desmozomových spojů. Podílí se na interakci 
plakových proteinů a intermediárních filament zprostředkovávajících 
adhezi buňka-buňka. 

Dync1h1 
Cytoplasmic dynein 
1 heavy chain 1  

Cytoplazmatický těžký 
řetězec 1 dyneinu 1  

Cytoplazmatický dynein 1 působí jako motor pro intracelulární 
retrográdní motilitu vezikul a organel podél mikrotubulů.  

Dynll1 
Dynein light chain 1 , 
cytoplasmic 

Lehký řetězec dyneinu 1 , 
cytoplazmatický Působí jako jedna z několika nekatalytických doplňkových složek 

cytoplazmatického komplexu dyneinu 1 . 
Dynll2 

Dynein light chain 2 , 
cytoplasmic 

Lehký řetězec dyneinu 2 , 
cytoplazmatický 

Eno1 Alpha-enolase Alfa-enoláza 
Glykolytický enzym katalyzuje přeměnu 2 -fosfoglycerátu na 
fosfoenolpyruvát.  

Fbp1 
Fructose-1 ,6 -
bisphosphatase 1  

Fruktóza-1 ,6 -bisfosfatáza 1  
Katalyzuje hydrolýzu fruktóza-1 ,6 -bisfosfátu na fruktóza-6 -fosfát 
v přítomnosti dvojmocných kationtů, působí jako enzym omezující 
rychlost při glukoneogenezi. 

Gapdh 
Glyceraldehyde-3 -
phosphate dehydrogenase 

Glyceraldehyd-3 -fosfát 
dehydrogenáza 

Glyceraldehyd-3 -fosfátdehydrogenáza je klíčovým enzymem 
v glykolýze, který katalyzuje první krok dráhy přeměnou D -
glyceraldehyd-3 -fosfátu (G3P) na 3 -fosfo-D -glyceroylfosfát.  

Gapdhs 

Glyceraldehyde-3 -
phosphate 
dehydrogenase, testis-
specific 

Glyceraldehyd-3 -
fosfátdehydrogenáza, 
specifická pro varlata 

Může hrát důležitou roli v regulaci přechodu mezi různými cestami 
produkce energie během spermiogeneze a ve spermatu. Vyžaduje se 
pro pohyblivost spermií a mužskou plodnost. 



 

Glipr1l1 GLIPR1-like protein 1  GLIPR1-like protein 1  

Hraje roli ve vazbě mezi spermiemi a oocyty. Součást 
epididymozomů, CD9-pozitivních mikrovezikul nalezených v oblasti 
kaudy. Také se nachází v apikální oblasti hlavičky spermie po 
kapacitaci spermií, kde je slabě připojen k buněčné membráně 
a později vyloučen do extracelulárního prostoru.  

Glud1 
Glutamate dehydrogenase 
1 , mitochondrial 

Glutamátdehydrogenáza 1 , 
mitochondriální 

Mitochondriální glutamátdehydrogenáza, která převádí L -glutamát 
na alfa-ketoglutarát.  

Gnmt 
Glycine N -
methyltransferase 

Glycin N -methyltransferáza 
Katalyzuje methylaci glycinu pomocí S -adenosylmethioninu 
(AdoMet) za vzniku N -methylglycinu (sarkosinu).  

Got2 
Aspartate 
aminotransferase, 
mitochondrial 

Aspartátaminotransferáza, 
mitochondriální 

Má klíčovou roli v intracelulární NAD(H ) redoxní rovnováze. Je 
důležitý pro výměnu metabolitů mezi mitochondriemi a cytosolem 
a pro metabolismus aminokyselin.  

Gpi1 
Glucose-6 -phosphate 
isomerase 

Glukóza-6 -fosfát izomeráza 
V cytoplazmě katalyzuje konverzi glukóza-6 -fosfátu na fruktóza-6 -
fosfát, druhý krok v glykolýze a reverzní reakci během 
glukoneogeneze 

Gsta3 
Glutathione S -transferase 
A3 

Glutathion S -transferáza A3 
Katalyzuje izomerizační reakce, které přispívají k biosyntéze 
steroidních hormonů. 

Gstm7 
Glutathione S -transferase 
Mu 7  

Glutathion S -transferáza Mu 
7  Konjugace redukovaného glutathionu k velkému počtu exogenních 

a endogenních hydrofobních elektrofilů. 
Gstp2 

Glutathione S -transferase 
P 2  

Glutathion S -transferáza P2 

Hist1h2ak Histone H2A type 1 -K  Histon H2A typ 1 -K  

Základní složka nukleozomu.  Hist1h2bp Histone H2B type 1 -P  Histon H2B typ 1 -P  

Hist1h4a Histone H4 Histon H4 

Hk1 Hexokinase-1  Hexokináza-1  
Zprostředkovává počáteční krok glykolýzy tím, že katalyzuje 
fosforylaci D -glukózy na D -glukóza-6 -fosfát  

Hsp90aa1 
Heat shock protein HSP 
90-alpha 

Protein tepelného šoku HSP 
90-alfa 

Molekulární chaperon, který podporuje zrání, strukturální udržování 
a správnou regulaci specifických cílových proteinů zapojených 
například do řízení buněčného cyklu a přenosu signálu. 

Jup Junction plakoglobin Spojovací plakoglobin 
Plaky spojené s membránou jsou architektonické prvky v důležité 
strategické pozici pro ovlivnění uspořádání a funkce jak cytoskeletu, 
tak buněk v tkáni.  

Ldhb 
L -lactate dehydrogenase 
B chain 

B Řetězec L -
laktátdehydrogenázy  Tento protein je zapojen do syntézy laktátu z pyruvátu - součást 

fermentace 
Ldhc 

L -lactate dehydrogenase 
C chain 

C Řetězec L -
laktátdehydrogenázy  

Man2b2 
Epididymis-specific alpha-
mannosidase 

Alfa-manosidáza specifická 
pro epididymis 

Hraje důležitou roli v počáteční fázi spermatogeneze. 

Mdh2 
Malate dehydrogenase, 
mitochondrial 

Malát dehydrogenáza, 
mitochondriální 

Oxidoreduktáza účastnící se cyklu trikarboxylových kyselin. ( S )-
malát + NAD + = H + + NADH + oxalacetát 

Mpi 
Mannose-6 -phosphate 
isomerase 

Manóza-6 -fosfát izomeráza 
Součást biosyntézy nukleotidů a cukrů. Podílí se na syntéze GDP-
manózy a dolichol-fosfát-manózy. Tento protein je zapojen do 
syntézy alfa-D -manóza-1 -fosfát z D -fruktóza-6 -fosfátu. 

Mup17 Major urinary protein 17 Hlavní bílkovina v moči 17 
Lipokalin schopný vázat uvnitř své struktury malé organické 
molekuly.  

P4ha 
Prolyl 4 -hydroxylase 
subunit alpha-1  

Prolyl 4 -hydroxylázová 
podjednotka alfa-1  

Katalyzuje posttranslační tvorbu 4 -hydroxyprolinu v sekvencích -Xaa-
Pro-Gly- v kolagenech a dalších proteinech.  

Pdhb 
Pyruvate dehydrogenase 
E1 component subunit 
beta, mitochondrial 

Podjednotka beta Pyruvát 
dehydrogenázy E1, 
mitochondriální 

Oxidoreduktáza, katalyzuje celkovou konverzi pyruvátu na acetyl-
CoA a CO2, a tím připojuje glykolýzu k cyklu trikarboxilových kyselin. 

Pdia3 
Protein disulfide-
isomerase A3 

Proteinová disulfid-
izomeráza A3 

Katalyzuje přeskupení S -S můstků v proteinech.  

Pdia4 
Protein disulfide-
isomerase A4 

Proteinová disulfid-
izomeráza A4 

Pgam1 
Phosphoglycerate mutase 
1  

Fosfoglycerátmutáza 1  
Vzájemná přeměna 3 - a 2 -fosfoglycerátu s 2 ,3 -bisfosfoglycerátem 

Pgam2 
Phosphoglycerate mutase 
2  

Fosfoglycerátmutáza 2  

Pgk1 
Phosphoglycerate kinase 
1  

Fosfoglycerát kináza 1  
Katalyzuje jednu ze dvou reakcí produkujících ATP v glykolytické 
dráze prostřednictvím reverzibilní konverze 1 ,3 -difosfoglycerátu na 
3 -fosfoglycerát. Může hrát roli v pohyblivosti spermií.  

Pgk2 
Phosphoglycerate kinase 
2  

Fosfoglycerát kináza 2  
Nezbytný pro motilitu spermií a mužskou plodnost, ale není 
vyžadován pro dokončení spermatogeneze 

Pkm Pyruvate kinase  Pyruvát kináza 
Glykolytický enzym, který katalyzuje přenos fosforylové skupiny 
z fosfoenolpyruvátu (PEP) na ADP, generující ATP 

Pkp1 Plakophilin-1  Plakofilin-1  Kadherinová vazba 



 

Ppp1cc 
Serine/threonine-protein 
phosphatase PP1-gamma 
catalytic subunit 

Serin/threonin-protein 
fosfatáza PP1-gama 
katalytická podjednotka 

Protein fosfatáza 1 (PP1) se podílí na regulaci metabolismu 
glykogenu.  

Prdx1 Peroxiredoxin-1  Peroxiredoxin-1  
Thiol-specifická peroxidáza, která katalyzuje redukci peroxidu vodíku 
a organických hydroperoxidů na vodu a alkoholy.  

Psma1 
Proteasome subunit alpha 
type-1  

Proteazomální podjednotka 
alfa typ-1  

Složka 20S jádrového proteazomového komplexu zapojená do 
proteolytické degradace většiny intracelulárních proteinů. Tento 
komplex hraje v buňce řadu zásadních rolí tím, že se spojuje 
s různými regulačními částicemi. Spolu s 19S tvoří proteazom 26S 
a účastní se tak ATP-dependentní degradace ubikvitinovaných 
proteinů. Proteazom 26S hraje klíčovou roli při udržování proteinové 
homeostázy tím, že odstraňuje špatně složené nebo poškozené 
proteiny, které by mohly narušit buněčné funkce, a tím, že 
odstraňuje proteiny, jejichž funkce již nejsou vyžadovány. Proteazom 
20S spojený s PA200 nebo PA28 zprostředkovává degradaci proteinu 
nezávislou na ubikvitinu. Tento typ proteolýzy je vyžadován 
v několika drahách včetně spermatogeneze (komplex 20S-PA200) 
nebo vytváření podskupiny antigenních peptidů prezentovaných 
MHC třídy I (komplex 20S-PA28). 

Psma2 
Proteasome subunit alpha 
type-2  

Proteazomální podjednotka 
alfa typ-2  

Psma3 
Proteasome subunit alpha 
type-3  

Proteazomální podjednotka 
alfa typ-3  

Psma6 
Proteasome subunit alpha 
type-6  

Proteazomální podjednotka 
alfa typ-6  

Psma8 
Proteasome subunit alpha 
type-8  

Proteazomální podjednotka 
alfa typ-8  

Složka spermatoproteazomu, proteazom specificky nalezený ve 
varlatech, který podporuje degradaci histonů závislou na acetylaci, 
čímž se aktivně účastní výměny histonů během spermatogeneze  

Psmb4 
Proteasome subunit beta 
type-4  

Proteazomální podjednotka 
beta typ-4  

Nekatalytická složka 20S jádrového proteazomového komplexu 
zapojená do proteolytické degradace většiny intracelulárních 
proteinů. 

Psmc1 
26S proteasome 
regulatory subunit 4  

Regulační podjednotka 
4 proteazomu 26S Komponenta 26S proteazomu, multiproteinového komplexu 

zapojeného do ATP-dependentní degradace ubikvitinovaných 
proteinů. PSMC1,2 ,3 ,6 patří do heterohexamerního kruhu AAA 
(ATPázy spojené s různými buněčnými aktivitami) proteinů, které 
rozvíjejí ubikvitinované cílové proteiny, které jsou současně 
translokovány do proteolytické komory a degradovány na peptidy. 

Psmc2 
26S proteasome 
regulatory subunit 7  

Regulační podjednotka 
7 proteazomu 26S 

Psmc3 
26S proteasome 
regulatory subunit 6A 

Regulační podjednotka 6A 
proteazomu 26S 

Psmc6 
26S proteasome 
regulatory subunit 10B 

Regulační podjednotka 10B 
proteazomu 26S 

Psmd4 
26S proteasome non-
ATPase regulatory subunit 
4  

neATPázová regulační 
podjednotka 4 proteazomu 
26S 

PSMD4 působí jako podjednotka ubikvitinového receptoru 
prostřednictvím motivů interagujících s ubikvitinem a vybírá 
konjugáty ubikvitinu pro destrukci. Zobrazuje preferovanou 
selektivitu pro delší polyubikvitinové řetězce. 

Ptgds 
Prostaglandin-H2 D -
isomerase 

Prostaglandin-H2 D -
izomeráza 

Katalyzuje přeměnu PGH2 na PGD2, může působit jako lapač 
škodlivých hydrofobních molekul a jako sekreční transportér 
retinoidů, důležitý pro mužský reprdukční systém 

Ropn1l Ropporin-1 -like protein 
Protein podobný ropporinu-
1  

Důležité pro mužskou plodnost. S ROPN1, který se podílí na integritě 
vláknitého pouzdra a pohyblivosti spermií.  

Sord Sorbitol dehydrogenase Sorbitoldehydrogenáza 

Sorbitoldehydrogenáza, která katalyzuje reverzibilní NAD + -závislou 
oxidaci různých cukerných alkoholů. Je klíčovým enzymem v dráze, 
který přeměňuje glukózu a fruktózu přes sorbitol, což představuje 
důležitou alternativní cestu pro metabolismus glukózy. Může hrát 
roli v motilitě spermií použitím sorbitolu jako alternativního zdroje 
energie pro motilitu spermií a fosforylaci proteinového tyrosinu.  

Spag17 
Sperm-associated antigen 
17 

Antigen asociovaný se 
spermiemi 17 

Součást centrálního párového aparátu ciliárních axonémů. Hraje 
zásadní roli ve funkci a struktuře pohyblivých řasinek 

Tex101 
Testis-expressed protein 
101 

Protein exprimovaný ve 
varlatech 101 

Ovlivňuje vazbu spermií na zona pellucida a migraci spermií do 
vejcovodu pravděpodobně prostřednictvím adheze molekul ADAM3  

Tppp2 
Tubulin polymerization-
promoting protein family 
member 2  

Člen rodiny proteinů 
podporujících tubulinovou 
polymeraci 2  

Pravděpodobný regulátor dynamiky mikrotubulů potřebný pro 
motilitu spermií 

Tubb4b Tubulin beta-4B chain Tubulin beta-4B řetězec 
Tubulin je hlavní složkou mikrotubulů. Váže dvě molekuli GTPna alfa 
a beta řetězci. 

Uba52 
Ubiquitin-60S ribosomal 
protein L40 

Ubiquitin-60S ribozomální 
protein L40 

Složka 60S podjednotky ribozomu. Ubiquitin je kódován 4 různými 
geny. Geny Uba52 a Rps27a kódují jednu kopii ubikvitinu fúzovaného 
s ribozomálními proteiny L40 a S27a, v daném pořadí.  

Uchl3 
Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 
isozyme L3 

Ubikvitin karboxy-terminální 
izozym hydrolázy L3 

Deubikvitinační enzym (DUB), který řídí hladiny buněčného 
ubikvitinu zpracováním ubikvitinových prekurzorů a ubikvitinovaných 
proteinů.  

Vcp 
Transitional endoplasmic 
reticulum ATPase 

ATPáza přechodného 
endoplazmatického retikula 

Nezbytné pro fragmentaci Golgiho sloupků během mitózy a pro jejich 
opětovné sestavení po mitóze. Podílí se na tvorbě přechodného 
endoplazmatického retikula (tER). 



 

Zan Zonadhesin Zonadhesin 
Váže se druhově specifickým způsobem na zona pellucida vajíčka. 
Může být zapojen do rozpoznávání a /nebo signalizace gamet. 

Zp3r 
Zona pellucida sperm-
binding protein 3 receptor 

Zona pellucida receptor 
proteinu 3 vázající spermie 

Váže ZP3 glykoprotein na zona pellucida vajíčka a zprostředkovává 
interakci mezi akrozomem spermie a ZP 

Zpbp 
Zona pellucida-binding 
protein 1  

Zona pellucida-vazebný 
protein 1  

Hraje roli při zhutňování akrozomů a morfogenezi spermií. Podílí se 
na interakci spermií a oocytů během oplodnění. 

Zpbp2 
Zona pellucida-binding 
protein 2  

Zona pellucida-vazebný 
protein 2  

Podílí se na interakci spermií a oocytů během oplození. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Příloha 9.: Porovnání množství proteinů mezi spermiemi s krátkými a dlouhými 

apikálními háčky u všech tří zkoumaných druhů. 
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Příloha 10.: Analýza intenzity signálu jednotlivých proteinů určených oběma metodami 

jako diskriminující proteiny společné pro všechny tři druhy.  
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