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WSTEP
Plemniki jgdrowego nasienia ryb tososiowatych nabywajg zdolnos¢ do ruchu podczas przejscia z jader do nasieniowoddéw. Ze wzgledu na brak nasieniowoddéw u
odwroconych samic (neosamcoéw) ich nasienie przypomina nasienie jadrowe normalnych samcow i nalezy je pobiera¢ bezposrednio z jgder; w zwigzku z tym jest
niedojrzate i charakteryzuje sie niskg ruchliwoscig. Efekt nabycia zdolnosci do ruchu przez plemniki réwniez mozna uzyskac poprzez inkubacje in vitro niedojrzatego
nasienia jadrowego w zbuforowanych roztworach soli fizjologicznej (ASP), imitujgcych naturalng plazme nasienia o alkalicznym pH i zawierajgcych jony
wodoroweglanowe. Celem pracy byto zbadanie wptywu dojrzewania nasienia in vitro na parametry jakosci nasienia i profil biatkowy plemnikdw odwréconych samic

(neosamcow) oraz normalnych samcéw pstrgga teczowego.

MATERIALY i METODY
Przeprowadzono dwa niezalezne eksperymenty (i) wptyw dojrzewania na
zmiany w proteomie plemnikow neosamcow (n=7) oraz (ii) wptyw dojrzewania
na zmiany w proteomie plemnikdw normalnych samcéw (n=6) pstraga
teczowego. Probke 50 ug biatka w dwoch wariantach (1) ekstrakt plemnikéw
nasienia swiezego, (2) ekstrakt plemnikéw po 2 h inkubacji in vitro (inkubowane
przez 2 h) rozpuszczono w buforze do znakowania fluorescencyjnego i
znakowano barwnikami CyDye DIGE Fluor (GE Healthcare), a nastepnie
przeprowadzono rozdziat biatek w pierwszym kierunku
(izoelektroogniskowanie), nastepnie w drugim kierunku (SDS-PAGE). Po
elektroforezie Zele skanowano, analizowano przy uzyciu oprogramowania
DeCyder (GE Healthcare). Biatka roznicujgce wycinano, trawiono i
identyfikowano przy pomocy spektrometru mas MALDI-TOF/TOF (Bruker
Daltonics). Parametry ruchu plemnikédw badano za pomocg komputerowej
analizy ruchu plemnikéw (CASA). Poziomy reaktywnych form tlenu (ROS) w
plemnikach oraz zywotnos¢ oszacowano przy uzyciu Muse Cell Analyzer

Millipore).

(Millpore) WYNIKI

Dojrzewanie in vitro, zarébwno u neosamcow oraz normalnych samcéw wigzato
sie ze znacznym wzrostem odsetka ruchliwych plemnikéw (z 26 do 66% i 28 do
56% odpowiednio dla neosamcéw i normalnych samcéw), spadkiem odsetka
plemnikéw ROS+ (z 12,9% do 9,1% dla neosamcéw i 17,9% do 12,2% dla
normalnych samcéw), oraz brakiem wptywu na zywotnos¢é plemnikéw (Rys. 1).
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Rys. 1. Wptyw dojrzewanie in vitro nasienia jgdrowego na ruchliwo$¢ plemnikéw, zawartosé
komérek ROS+ oraz zywotno$¢ plemnikow w nasieniu neosamcoéw (A-C)(n=7) i normalnych
samcow (D-F)(n=6) pstraga teczowego. Wyniki wyrazono jako $rednie + SD. Warto$ci oznaczone
réznymi indeksami literowymi (a, b) réznity sie od siebie statystycznie (P<0,05).

Dojrzewanie in vitro skutkowato zmianami w profilach biatkowych plemnikéw
neosamcéw oraz normalnych samcoéw. Zastosowanie metody 2D DIGE
uwidocznito wiecej plam biatkowych o zmienionej intensywnosci (126 plam
biatkowych) po uzyskaniu zdolnosci do ruchu przez plemniki normalnych samcéw
w poréwnaniu do neosamcéw (116 plam biatkowych)(Rys. 2).
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Rys. 2. Dwukierunkowa elektroforeza réznicowa plemnikdw A) neosamcéw oraz B) normalnych
samcow pstrgga teczowego po 2h inkubacji in vitro w ASP. Plamy biatkowe ponumerowane od 1-
91 - plamy biatkowe, ktérych ekspresja zmienita sie po 2h inkubacji zaréwno w plemnikach
neosamcéw oraz normalnych samcéw. Plamy biatkowe 92-113 zaznaczone ha czerwono
odpowiadajg plamom biatkowym zmienionym tylko w plemnikach neosamcoéw. Plamy biatkowe 92-
120 zaznaczone na zielono odpowiadajg plamom biatkowym zmienionym tylko w plemnikach w
normalnych meskich plemnikach po 2h inkubaciji w ASP.

Wiekszos¢ zidentyfikowanych biatek w plemnikach neosamcow i normalnych
samcow, ulegajacych zmianie pod wptywem dojrzewania nasienia in vitro w
ASP jest zaangazowanych w réznorodne szlaki i funkcje, tj. ruch i organizacje
cytoszkieletu, metabolizm i produkcje energii, fatdowanie biatek i ich rozpad
oraz wigzanie czgsteczek (Rys. 3).
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Rys. 3. Zmiany w biatkach strukturalnych i metabolicznych podczas dojrzewania plemnikow
neosamcow oraz hormalnych samcéw in vitro.

PODSUMOWANIE

Znaczgce zmiany w proteomie nasienia w obrebie biatek strukturalnych plemnikéw zwigzanych z ruchem, organizacjg cytoszkieletu i witki, a takze biatek
metabolicznych, wskazujg na zmiany w aparacie ruchu plemnikéw podczas sztucznego dojrzewania in vitro i jednoczesnie wskazujg na podobienstwa do zmian
biatek zachodzacych podczas dtuzszego procesu naturalnego dojrzewania nasienia. Podobne zmiany w parametrach jakosci nasienia oraz profilu biatkowym
plemnikdw neosamcow oraz normalnych samcow w wyniku inkubacji w ASP sugerujg zblizony mechanizm nabycia przez plemniki zdolnosci do ruchu. Uzyskane
wyniki moge mie¢ znaczenie dla praktyki wylegarniczej w zakresie zwigkszenia wiedzy na temat charakterystyki nasienia neosamcéw i proceséw zwigzanych z jego

dojrzewaniem.
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