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1. Uvod

V dnesni dobé, kdy vlivem vysokého komercniho tlaku, vystaveb rybatskych
bariér a zneCiStovani vodniho prostfedi klesd pocetnost rybich populaci
ve volné ptirodé, dochazi k naruSovani ve€kovych struktur téchto populaci,
a tim i ke sniZeni ¢i uplnému znemoznéni pfirozené reprodukee ryb (podle webu').

Ochrana mizejicich rybich druhti a stale rostouci popularita intenzivnich chovi
svéd¢i o potiebnosti vyzkumu na poli umélé reprodukce ryb at uz z divodi
jejich zachrany & za Gcelem pripadného komeréniho vyuziti (podle webu?).

Jednim z vyznamnych faktorti ovliviiujicich tspéSnost umélého rozmnoZovani
nejenom ryb je kvalita spermatu. Ta je zjiStovana za pomoci fady fady parametrd,
jako jsou napiiklad koncentrace a podil pohyblivych spermii (v %) ve vybraném vzorku,
jejich rychlost, schopnost aktivace, pribéh motility, atd. (Alavi et al., 2008) Pti pouziti
umélé indukce spermiogeneze vSak kvalita spermii miize byt proménliva
(Redondo et al., 2003 ).

Pohyb spermii patii mezi fyzikalni charakteristiky bungk.
Vyvolavan je mimo jiné zménami prostfedi, ve kterém se spermie nachdzeji
(PSenicka et al., 2009). Pohyblivost spermii ma vliv na procento oplozenych jiker
(Cosson et al., 2007).

Motilita spermii je ovliviiovana celou fadou faktord, naptiklad obsahem
chemickych latek v prostiedi ¢i mnoZstvim energie dostupnym v butice diky procesu
bunééného dychani. (Alavi et al, 2008). Studium plsobeni chemickych latek
na pohybovy aparat spermie umoziuje mimo jiné¢ metoda demembranace spermii
(Linhart et al., 2002).

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnuti dostupnych informaci o zpiisobech
demembranace spermii, jejich pouziti a zopakovéani nékterého znich jednoduchym
experimentem na spermiich jesetera malého (Acipenser ruthenus) a kapra obecného
(Cyprinus carpio). Tyto druhy byly vybrany jako =zastupci dvou odlisnych
rybich skupin; kapr obecny reprezentoval pti pokusech skupinu kostnatych ryb,

jeseter maly byl vybran jako zastupce skupiny chrupavditych.



2. Literarni prehled

2.1. Spermie ryb

2. 1.1 Stavba spermie

Spermie je sam¢i pohlavni burika s haploidni sadou chromozom. Jejim ukolem
je transport genetického materialu ,,otce” do pohlavni buriky samice, do jikry. K tomuto
ucelu je ptizptisobena i svou stavbou (Alavi et al., 2008).

Zakladni casti sam¢i gamety jsou hlavicka a bic¢ik. U savcid a chrupavcitych ryb
je hlavicka opattena akrozomem, coz je vacek obsahujici lytické enzymy, které
napomahaji spermii v priniku do vajicka. U né¢kterych typl spermii byva k biciku
pfifazovéna 1 stfedni ¢ast s mitochondriemi (Massanyi, 1991). Samotny bi¢ik spermie,
plnici funkci pohyblivé ¢asti, ma stavbu typickou pro eukaryotni organismy, totiz dva
centralni mikrotubuly obklopené deviti dvojicemi postrannich mikrotubuld.
Cytoplazmatickd membrana oddéluje vnitini prostiedi buiiky od jejiho okoli

(PSenicka et al., 2009).

Stiedni oddil

Hlavicka

Obr.1.: Spermie kostnatych ryb (Upraveno podle webu')

2.1.1.1. Hlavicka spermie

Hlavicka spermie nese jadernou hmotu a u chrupavcitych ryb byva opatiena
akrozomem (Alavi et al., 2008). Cela je pokryta bunéénou membranou, kterd prechazi
na bi¢ik. Je nositelkou genetické informace (Campbell a Reece, 2008).
Miize méfit od 1,3 do 35 um (Alavi et al., 2008).

Cast hlavicky opatiend akrozomem byva oznaGovana jako akrozomalni.
Ta byva dale ¢lenéna na segmenty apikalni a ekvatoridlni, které se dohromady

nazyvaji pars anterior hlavicky. Ekvatoridlni tusek byva téZ oznacCovan
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jako pars intermedialis. Postakrozomovou oblast hlavicky nazyvame pars posterior
(Massanyi, 1991).

U chrupavc¢itych ryb je tvar hlavicky protahly, navic je opatfena akrozomem.
U kostnatych ryb je tvar i pfitomnost akrozomu variabilni dle piislusnosti ke skupiné.
Optimalni tvar a velikost hlavicky je predpokladem pro spravny priinik spermie do jikry
(Alavi et al., 2008).

V jadie spermie je ulozena genetickd informace samce. Od jader somatickych
bunck se odliSuje tim, Ze ma polovicni obsah DNA a chromatin neni uspotfadany do
vlaknitych struktur, nybrz tvofi kompaktni masu. Nukleoplazma neobsahuje jadernou
tekutinu a pfipomina tzv. pyknotické jadro (Massanyi, 1991).

Material okolo jadra se nazyva perinuklearni substance. V literatufe byva
oznacovana 1 napiiklad jako perforatdrium, subakrozomova substance nebo nukleolema
atd. (Massanyi, 1991). Jadrem spermii kostnatych ryb pronikd kandlek longitudinalni
osy, ktery obsahuje mikrotubularni filamenty (Alavi et al., 2008).

Akrozom je cytoplazmaticky vacek kapkovitého tvaru s lateralnimi vybézky
prekryvajicimi predni ¢ast hlavicky chrupavcitych ryb. Jeho velikost byva okolo 3 um
(Alavi et al., 2008). Obsahuje lytické enzymy, které se ti€astni priniku do jikry, a déle
dlouhy fertiliza¢ni filament se stejnym Ucelem. Jeho absence je u kostnatych ryb
kompenzovéana ptitomnosti mikropyli. Vyjimku tvofi jesetefi, u kterych nachazime

kromé akrozomu i né€kolik mikropyli (PSenicka, 2009).

2.1.1.2. Stedni oddil

Stfedni oddil spermie je pevné spojeny s hlavickou. V nékterych pramenech je
oznacovan za soucast biCiku, protoze zde neni presné déleni (Massanyi, 1991).
Az na pocet mitochondrii, ktery je u ryb nizsi, se podoba stiednimu oddilu u gamet
sav¢ich samci. Tento oddil byva oznacovéan jako motor spermie (PSenicka, 2009).

Nachazi se zde komplex proximadlni a distalni centrioly, ktery slouzi k ukotveni
bi¢iku, mitochondrie a v ptipadé nékterych skupin ryb (chrupavcité) i glykogenové
granule. (Alavi et al., 2008).

Mitochondrie produkuji ATP, které je pro spermii zdrojem energie. Jejich pocet
je druhové specificky, naptiklad u okouna tiéniho (Perca fluviatilis) nalezneme pouze
jednu, kdezto u jelce jesena (Leuciscus idus) jich muze byt vice nez dvacet.

U kaprovitych ryb byva 2 — 10 téchto organel, u jeseterti potom 3 — 8 (Psenicka, 2009).
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Od biciku je stfedni oddil separovan cytoplazmatickym kandlem, ktery tvori
vychlipenina cytoplazmatické membrany. Timto zplGsobem je oddélena cytoplazma

bic¢iku a stfedniho oddilu (Alavi et al., 2008).

2.1.1.3. Bic¢ik

Bi¢ik je hlavnim pohybovym apardtem spermie. Tato organela vznikla
z cytoplazmatické membrany. Jeho délka byva rizna. Od 25 pum u lina (Tinca tinca)
po 94 um u sumecka skrvnitého (Ictalurus punctatus). Fibrilarni ¢ast je tvofena z jedné
dvojice centralnich mikrotubulll a deviti dvojic po obvodu; centralni mikrotubuly ovSem
mohou chybét. Bi¢ik takovych ryb, naptiklad thote fti¢niho (Anguilla anguilla),
ma usporadani 9+0 (PSenicka, 2009).

U spermie se obvykle vyskytuje jeden bicik, mohou se vSak objevit dva
(PSenicka, 2009, Alavi et al., 2008). Dvojici bic¢ikli nalézame naptiklad u Zzabohlavce
svitivého (Porichtis notatus) ¢i u sumecka teCkovaného (Ictalurus punctatus)
(Psenicka, 2009).

Podél bicikti jsou dva laterdlni lemy, které slouzi ke zvySeni sily biciku.
Jsou vytvorené z cytoplazmatické membrany, orientované obvykle podél horizontalni
osy centralnich mikrotubulii. Tento jev byl zdokumentovan naptiklad u skupin

Poeciliidae, Janysiidae, a Patolontidae (Alavi et al., 2008, PSenicka, 2009).

2.1.1.4. Pohybovy aparat bic¢iku

Vlastnim pohybovym aparatem biciku je axonema. U vétSiny rybich druht
je tvofena podle schématu 9 + 2 — neboli devét dvojic mikrotubuli po obvodu a jedné
centralni dvojice. Vyjimku tvofi naptiklad uhof fi¢ni, u kterého centralni dvojice
mikrotubult chybi (PSenicka, 2009).

Vnéj$i dvojice tubuld jsou sloZeny z kompletniho A-tubulu a nekompletniho
B-tubulu a tvoii vysoce organizovanou proteinovou sit. Kazdy z perifernich
mikrotubuli nese dvé ramena slozena z ATPaz (dyneind). Po hydrolyze ATP tato
dyneinova ramena interaguji s proteiny na B-tubulu sousedni sady, coz umoziiuje
klouzavy proces. Pfitomnost spojovacich momentl zpiisobuje permanentni posouvani
tubulll a tim padem 1 napéti, které je zodpovédné za pohyb biciku (Alavi et al., 2008).

Princip pohonu je zaloZzeny na sérii otacejicich se motort (dyneiny s ota¢ivymi
rameny), které ozivuji linearni elementy spolu s alternativnim opravnym mechanismem

(Alavi et al., 2008).
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Aktivace axonemy je docileno fosforylaci podjednotek spojenych
s molekularnimi motory, které jsou zahrnuty v signalnich drahach buiky vedoucich
az ke vzniku pohybu (Alavi et al., 2008).

Kazda dvojice tubuli je opatfena dvéma vybézky — dyneiny,
fungujimi jako energetické generatory zavislé na mikrotubulech. U lososovitych
jsou tyto dyneiny tvofeny ze dvou velkych bilkovinnych fetézcli (~ 500kDa), Sesti
sttednich fetézcl (60 -120 kDa) a Sesti lehkych fetézct (8 - 30 kDa) (Alavi et al., 2008).

Velké (t€zké) dyneinové fetézce jsou proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti.
Maji funkci motoru pohyblivych molekul. Jsou ¢leny proteinové superrodiny AAA
a obsahuji ¢tyfi smycky s navdzanym ATP. Struktura stfednich fetézcti neni dosud zcela
popsana (Alavi et al., 2008).

Vnéjsi dyneinova ramena vystupuji z tubulii v pravidelnych intervalech (24 nm).
Nachazime zde nékolik proteini: DC1 a DC2, které mohou byt zapojené ve Skale
bilkovin navazanych na vngj$i dyneinovd ramena, DC 3-4, EF — pomocné motivy
s moznosti navazani Ca®" a regulaéni funkci. Identifikovano bylo Sest réiznych proteint
z vngjSich slabsich dyneinovych fetézcli, znichz ne vSechny jsou popsany.
Nachdazi se zde napf. proteiny LRR bohaté na aminokyselinu leucin (Alavi et al., 2008).

Vnitini dyneinova ramena jsou komplexnéjsi neZ ta vné&js$i. Zahrnuji molekuly
s dlouhymi fetézci. U thotti se morfologicky déli na tii druhy, u tresek je ve vnitinich

ramenech pfitomen aktin (Alavi et al., 2008).

Obr.2.: Schéma hlavnich strukturnich soucasti axonemy:
NL — nexinova ramena spojujici sousedni dvojice mikrotubult, RS — ramena spojujici centralni

struktury s perifernimi, IDA — vnitini dyneinovd ramena, ODA — vnégj$i dyneinova ramena,
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MtD — periferni mikrotubuly, MtS — centralni mikrotubuly, CS — centralni oblast bi¢iku, Mb —
plazmaticka membrana bi¢iku. (Podle Alaviho et al., 2008)

2.1.1.5. Rozdily mezi stavbou spermie kostnatych a chrupavéitych ryb

Tvar a stavba samcich pohlavnich bunék ryb zavisi na pfisluSnosti
k taxonomické skupin€ i na zptisobu oplozeni (Alavi et al., 2008).

Spermie chrupavéitych ryb se sestavaji z vySe popsanych c¢asti: hlavicky,
akrozomu, stfedniho oddilu a bic¢iku. Jejich struktura je jednotnd, coz znamena, Ze
odli$nosti nachdzime pouze ve struktufe centriolarnitho komplexu a bi¢iku. Akrozom,
hlavicka 1 stfedni oddil maji helikalni tvar (Alavi et al., 2008).

U kostnatych ryb je struktura spermii diverzifikovangjsi. Jejich spermie jsou
obecné c¢lenény na hlavicku, stfedni oddil a bic¢ik. U skupin Actinisia (nozdrati,
synonymum svaloploutvi (Sarcopterygii)), Dipnoi, (dvojdysni), Clasdistia (syn.
Brachiopterygii, bichifi) nachazime akrozom, jejich spermie maji prodlouzenou
hlavicku. Obecnym znakem podtiidy Neopterygii (mnohokostnati) je absence akrozomu,
hlavicka je u téchto ryb kulovita (Alavi et al., 2008, PSenicka, 2009).

Obr.3.: Rozdily ve stavbé spermii chrupavcitych a kostnatych ryb

a) spermie chrupavcitych ryb v porovnani se spermii kostnatych (a”), b) spermie kostnatych,

¢) centriolarni komplex spermie kostnatych se stabilizacnimi strukturami (nejsou pritomny

u kazdého druhu); Vysvétlivky: ac — akrozom, cc- cytolpazmaticky kanal, cr — centralni osa

soumérnosti sttedniho oddilu, dc — distalni centriola, di — elektrondenzni disk,
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ep — elektrondenzni desticka, fl- bicik, hr — hlavicka, Ir — lateralni lem bi¢iku, mi — mitochondrie,
mp — stfedni oddil, nu — jadro, pc —proximalni centriola, pm — plazmatickd membrana, tr —bicik;
1 — mikrofilamenta spojujici bo¢ni stranu proximalni centrioly s jadrem, 2 — mikrofilamenta
spojujici pfedni stranu proximalni centrioly s jadrem, 3 — mikrofilamenta spojujici bo¢ni stranu
proximalni centrioly spfedni stranou distalni centrioly, 4 — mikrofilamenta spojujici
elektrondenzni kruh dvou centriol, 5 — mikrofilamenty spojujici bo¢ni stranu distalni centrioly
s jadrem, 6 — mikrofilamenty spojujici bo¢ni stranu proximalni centrioly pfes elektrondezni
desticku sjadrem, 7 — mikrofilamenty tahnouci se centralné od distalni centrioly

k cytoplasmatické membrané. (Podle Alaviho et al., 2008)

2.1.1.6. Rozdily ve stavbé spermii dle zpusobu oplozeni

U ryb rozeznidvdme dva zplsoby oplozeni, a to oplozeni vné&jsi
(naptiklad Cyprinidae, Chondrostei, Cladistia) a vnitini (napt.: Cottidae, Embiotocidae,
Poeciliidae), dle  reprodukénich  charakteristik  vlastnich  dané  skupiné
(Alavi et al., 2008).

Sam¢i pohlavni butiky ryb s vnéj§im oplozenim maji jednodussi organizaci
a byvaji oznaCovany terminem aquasperm, coZz je termin pouZivany obvykle
pro spermie ryb s vnéj$Sim oplozenim, které se aktivuji po styku s vnéjSim prosttedim
(voda, aktivacni roztok); tyto spermie nemaji akrozom a doba pohybu je u nich kratka
(Alavi et al., 2008). Jadro je unich vejc¢ité nebo sférické s maximalné¢ 5 pm délky
(Alavi et al., 2008), rozméry hlavicky se pohybuji mezi 2 — 2,4 um u jezerni formy
pstruha obecného (Salmo trutta m. lacustris) po 8 — 11 um u uhote ti¢niho (Anguilla
anguilla) (Linhart et al., 1991). Stfedni ¢ast utéchto spermii méfi cca 2 — 4 pm,
nachdzi se zde pouze nékolik mitochondrii. Bic¢ik je dlouhy 30 - 40 pm,
pfi¢emz se mohou vyskytovat i dva u jedné spermie (Alavi et al., 2008).

Skupiny s vnitinim oplozenim maji protahlé jadro, relativné velky stiedni oddil
s vysokym poctem mitochondrii. Hlavicka méfi cca 10 pm, stfedni ¢ast cca 5 um, bicik
okolo 30- 40 um. V ptipad¢ né€kterych skupin, napiiklad u Goodeidae (pt.: Sebasticus
marmoratus) vykazuji spermie podobné charakteristiky jako u ryb s vnéjs§im oplozenim

(Alavi et al., 2008).
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2.1.7. Semenna plazma

Semenna plazma je roztok se slozenim podporujicim spermie a s vyznamnou
fyziologicko-endokrinni roli po uvolnéni spermii ztestes do pohlavnich cest
a do vodniho prostredi (Alavi, 2009).

Slozeni semenné plazmy je vnitro i mezi druhové rozdilné a zavisi naptiklad
na kontaminaci moc¢i, zpétné resorpci nevytfenych spermii a naslednych
degenerativnich zménach testes ¢i na endokrinnich vlivech a potravé adultnich ryb
(Alavi, 2009).

Osmolalita semenné plazmy slozené z iontd, enzymil a zplodin energetického
metabolismu spermii je u lososovitych cca 300 mOsm.kg™, u kapra obecného (Cyprinus
carpio) je 286 mOsm.kg™ (Alavi a Cosson, 2006), u jeseterovitych je osmolalita niZsi;
u jesetera malého (Acipenser ruthenus) nam&til Alavi (2009) hodnotu 51 mOsm.kg™.
Z organickych latek obsahuje plazma sacharidy, proteiny a lipidy, z iontd jsou u ryb
vnéj$im oplozenim nejpodetndjsi a nevyznamnéjsi kationty K™ (ve velkém mnoZstvi se
vyskytuji u lososovitych (Morisawa, 2008)), dale pak Na“, Mg”", Ca*" a CI (Linhart et
al., 1991).

Obsah iontli v semenné plasmé je diileZity pro pocatecni pohyblivost spermii.
Vysoky obsah K™ motilitu gamet nékterych druhf inhibuje. Opaény efekt maji ionty
Na', Ca®" a Mg (Linhart et al., 1991).

V semenné plasmé se spermie obvykle nepohybuji (Linhart et al., 1991).

2.2. Pohyb spermii
2.2.1. Aktivace pohybu
2.2.1.1. Faktory aktivujici pohyb

Spermie ryb s vnéj$im oplozenim jsou v pohlavnim traktu mli¢ak nepohyblivé.
Pohyb je aktivovan pti pfechodu spermii do prostiedi — vody, aktivacniho roztoku
pii umélém vytéru (Alavi et al., 2008).

Vyznamny vliv na aktivaci pohybu ma v ptipad¢ spermii s vnéjsim oplozenim
koncentrace iontd v prostfedi (osmolalita). Aktivaci pohybu spermii motskych druhii
ryb ovliviiuje hyperosmolalita slané vody, u sladkovodnich druhtli se uplatiiuje naopak
hypoosmolalita (Alavi et al, 2008), ktera indukuje otevieni Ca*" kanald
(Morisawa, 2008). U kaprovitych ryb jsou spermie v izotonickém roztoku vii¢i semenné

plasmé nehybné. K aktivaci dochazi v hypotonickém médiu (Morisawa, 2008).
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U lososovitych ryb vyvolava pokles K" kaskadu signald, které zptsobuji aktivaci
spermii diky puasobeni Ca’" popfipadé diky signalam zavislym na cAMP
(Alavi et al., 2011). Spermie v testes lososovitych zlistavaji nepohyblivé,
pohybuji se pouze v médiu prostém draselnych kationtd, a to po inkubaci testikularniho
spermatu v roztoku s vysokym pH obsahujicim hydrogenuhli¢itanové aniony (HCOs')
(Alavi et al., 2008).

U motskych druhti, jako je naptiklad platys nejvetsi (Scophthalmus maximus)
¢ ryba  Micropogonias  undulatus se  spermie  vroztoku s osmolalitou
okolo 300 mOsm.kg’l, ktery je vici semenné plasmé izotonicky, také nepohybuji.
Pohyb vyvolavd hyperosmolalita aktivaéniho média (Morisawa, 2008). V piipadé
dalsich druhti, napiiklad u kambaly, se pii aktivaci spermie uplatiiuje rychla redukce
obsahu CO, vbuice. Této skuteCnosti lze vyuzit pifi pouziti aktivacnich
¢1 imobilizacnich roztokl (Alavi et al., 2008).

Pohyb spermie muize vyvolat i roztok s obsahem neiontovych latek (pt. manitol)
¢1 proteiny z ovarialni tekutiny (sled’). Do aktivace pohybu se zapojuje jesté fada dalSich
signalnich molekul a cytoskeletalnich komponentti (pf.: dyneinova ramena). Lze tedy
fici, Ze iniciace pohybu zahrnuje odpovéd’ na zmény iontovych koncentraci
a extraceluldrnich ligand(, které vedou k vnitrobunééné odpovédi a néaslednému
vyvolani pohybu (Alavi et al., 2008, Morisawa, 2008).

U ryb s vnitinim oplozenim (pt.: Poecilidae) je aktivace spermii podobnéjsi
procesu zrani a aktivace spermii u savcll, coZ znamend, Ze Vv testes se spermie
nepohybuji a k jejich aktivaci dochadzi piiprichodu pohlavnimi cestami
(Alavi et al., 2008).

Draselné kationty maji negativni vliv na pohyblivost spermii u ryb s vnitinim
1 vn&j§im oplozenim (Linhart et al., 1991). Pokud se spermie nachazi v prostiedi
s jejich vyssi koncentraci a zaroven s niz§im pH, je nepohybliva. Tento efekt 1ze zvratit
pfidanim iontd Ca2+.(Linhart et al., 1991, Morisawa, 2008).

Antagonismus vapniku a drasliku zkoumal naptiklad Linhart et al. (2002)
u veslonosa amerického (Polyodon spathula), kdy byly spermie vystaveny rdznym
koncentracim draselnych a vapenatych iontd. Pitomnost KCl nebo K'
v mnozstvi 5-15 mmol.I" byla vyuzita k inhibici & zastaveni pohybu. Schopnost
pohybu se obnovila ptidanim malého mnozstvi CaCl, do roztoku reaktivaéniho média

(Linhart et al., 2002).
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Dale se v ptipadé¢ ryb s vnitinim oplozenim uplatiiuje i enzym adenylatcyklaza,
jehoz aktivace je u sav€ich spermii ovlivnéna extracelularnimi HCO;™ ionty.
Podobny vliv je =zaznamenany 1 u lososovitych ryb. V pfipadé¢ platyse
pak HCO; motilitu spermie inhibuje (pisobeni prostfednictvim enzymu
karbanhydrazy) (Alavi et al., 2008).

Motilita mlze byt regulovana i steroidnimi substancemi, napf.: usavcl
sulfatovym steroidem SAAF, progesteronem, piilivem kationd véapniku (Ca®")

a Cichovymi faktory (Alavi et al., 2008).
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Obr.4.: Schéma aktivace pohybu spermie (Podle Alaviho et al., 2008)

2.2.1.2. Hyperpolarizace membrany a produkce cAMP

Hyperpolarizace je proces zmény polarity membrany spoustény signaly vnéjsiho
prostfedi pres iontové kanaly. Dusledkem jsou zmény na molekuldrni wrovni
(Alavi et al., 2008).

U lososovitych ryb vyvola pokles mimobunéénych K' jejich tnik z buiiky,
a tim 1 hyperpolarizaci membrany, vzestup obsahu kationi vapniku v buiice a syntézu
cAMP. Motilitu mize inhibovat tetraecthylmoniak a blokace kanall zavislych na napéti
K" iontdi, coz naznacuje, Ze tyto kanaly maji vliv na motilitu, nebot’ jsou inhibitory
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cAMP. Vzestup iontd Ca’" sv&d& o jejich zapojeni do aktivaéniho procesu,
protoze nékteré inhibitory jsou naopak véazdny na kandly propoustéjici vapnik.
Timto zptsobem se Ca>" podili na hyperpolarizaci a produkci cAMP (Alavi et al., 2008).

VysSe popsané procesy se uplatiiuji zejména u sladkovodnich ryb s vnéjSim
oplozenim. Naptiklad u sled¢ vSak vstupuji do hry proteiny ovaridlni tekutiny.
Po obaleni proteinem SMIF dochazi u této ryby k hyperpolarizaci membrany,

poté k vymeéng iontéi Ca’" a Na', &imZ dochazi k zah4jeni vtoku Ca®" (Alavi et al., 2008).

2.2.1.3. Aktivace axonemdlniho pohybu

Struktura axonemy je po spermiogenezi kompletni. Na motilitu maji vliv
zejména zde probihajici fosforylace a defosforylace proteint (Alavi et al., 2008).

U ryb maji regula¢ni podjednotky cAMP-depentni proteinkindzy testikularné
specifickou strukturu. U lososovitych ma specificka proteinkindza nizkou molekulérni
hmotnost a kratkou N- sekvenci na konci, kterd umoZiluje pevné piipojeni
k mikrotubultim.

Aktivovana protenkindza umoziiuje v pribéhu pohybu fosforylaci ve vnéjsich
dyneinovych ramenech. Jako regulatory fosforylace byly identifikovany proteazomy,
obsahujici  klicové enzymy schopné inhibovat proteinkindzu v axonem¢,
které jsou lokalizovany na vybézku cytoplasmatické membrany na béazi vnéjSich
dyneinovych ramen. Proteinfosfatdzy katalyzuji defosforylaci proteinti. Ve spermiich
lososovitych byly nalezeny 3 Ser/Thr proteinfosfatazy (Alavi et al., 2008).

K vyvoléani pohybu spermii kostnatych ryb, naptiklad kapra, ¢tverzubctll a danii
neni nezbytna ptitomnost cAMP. U jejich spermii vystavenych hypoosmotickému
prostiedi dochézi k hyperpolarizaci membrany vedouci k vymén¢ iontii. Néasledny tok
Ca® mize indukovat motilitu. U &verzubet dochazi diky zvySeni koncentrace
vnitrobun&éného K k pohybu, u danii ho vyvolava sniZeni obsahu K" v bufice. Dal§im

iontovym regulatorem je HCO;™ umozZilyjici inhibi¢ni efekty (Alavi et al., 2008).

2.2.2. Obecné charakteristiky pohybu spermii

2.2.2.1 Typy pohybu, vliv struktury spermie

U spermii ryb rozliSujeme tii typy pohybu, a to linearni, nelinedrni a kruhovy.
Dominantnim typem pohybu je linearni. Typ nelinearni a kruhovy se objevuji

pfi nizkych pohybovych frekvencich. Zpiisob pohybu je pak urCovan symetrii vinéni
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biciku, kterou ovliviiuje koncentrace iontli v prostiedi, neni nijak ovlivnény strukturou
(Alavi et al., 2008).

Pohyb je parametr, ktery mulze byt ovlivnén 1 strukturou bunky,
naptiklad tvarem hlavicky, ktery miize mit vliv na hydrodynamiku. Na rychlosti plavani
se muze projevit pocet mitochondrii. Bo¢ni lem biciku mize pro zménu ovlivnit silu

udert bic¢iku (Alavi et al., 2008).

2.2.2.2. Doba pohybu, frekvence

Doba, po kterou jsou spermie ryb schopny pohybu, je kratka. Od tticeti sekund
u znacné casti sladkovodnich kostnatych ryb, pfes 60-90 vtefin u kapra obecného
a pstruha duhového, az po né¢kolik minut u motskych ryb (¢eled’ Labridae az 15minut)
(Alavi et al., 2008), napt.: veslonos americky (Polyodon spathula) az 9 minut
(Linhart et al., 2002).

Frekvence pohybu bic¢iku je v prvnich okamzicich vysoka (vic nez 100 Hz).
Znatna je i pocateni rychlost, okolo (300 pm.sec’), pfi¢emZ vy$si je u ryb
sladkovodnich. Frekvence 1 rychlost pohybu pozdé&ji klesaji (Alavi et al., 2008, Linhart
et al., 2002).

Bezprostiedné po aktivaci je rychlost pohybu spermii nejvétsi. Béhem této asné
periody maji spermie jesetert a veslonost rychlost 175-250 pm.s™ (Cosson et al., 2000
in Linhart et al., 2002). Ve tfech az Sesti minutach od aktivace klesa tato rychlost
na 50-100 pm.s’1 (Linhart et al., 2002).

3. Cytoplasmatickd membrana

3.1. Stavba cytoplazmatické membrany

Cytoplasmatickda membrana tvoii fazové rozhrani mezi vnitinim prostiedim
buriky a jejim okolim. Plni fadu dilezitych funkci. UmozZziuje a tidi transport latek mezi
buiikou a okolim, pfijima informace z vnéj$iho prostfedi a od okolnich bunék, slouZzi
k vzajemnému rozpoznani a komunikaci bunék (Zavodska, 2001).

Membrana je silnd 5-8 nm, coz je zhruba desetitisicina tloustky listu v knize.
Jeji zaklad tvoii lipidova dvojvrstva sloZzena z molekul jednim hydrofilnim a jednim

¢i dvéma hydrofobnimi konci. Takové molekuly s hydrofilnimi i hydrofobnimi ¢astmi
jsou oznacovany jako amfipatické (Alberts et al., 1997). Dvouvrstva je uspotradana tak,

ze hydrofilni konce, které tvofi polarni casti molekul, jsou v kontaktu s vodnim
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prostitedim, zatimco nepolarni ¢asti molekul sméfuji dovnitf membrany;
tvoii tak hydrofobni rozhrani odd¢lujici dva rizné vodné roztoky (Vodrazka, 2002).

Lipidova dvouvrstva dokonale spliiuje pozadavky kladené na membrany.
Je nepropustna pro ionty 1 pro vétSinu polarnich molekul, z nichz ji nejsnéze prochazi
mala molekula vody; je kapalna, tudiz miZze slouzit jako rozpoustédlo membranovych
proteinii a miize zacelit otvor vnikly v membrané (Vodrazka 2002). Tato struktura se
oznacuje téz terminem tekuty krystal ¢i fluidni mozaika (Zavodska, 2001).

Naprosta vétsina membranovych lipida patii mezi fosfolipidy (fosfatidylcholiny,
fosfatidylethanolanimy, fosfatidylseriny, fosfatidylinositoly, difosfatidylglyceroly).
Dalsi skupinou membranovych lipidii jsou sfingomyeliny, jejichz zékladem je sfingosin,
mezi jehoz derivaty patii mimo jiné cerebrosidy a glykolipidy, také obsazené

v membranach (Vodrazka, 2002).

Obr.5.: Trojrozmérmné schéma cytoplasmatické membrany: 1. glykolipid, 2. alfa-helix protein, 3.
oligosacharidovy bocni fetézec, 4. fosfolipid, 5. globularni protein, 6. hydrofobni ¢ast alfa-helix

proteinu, 7. cholesterol (Podle webu?)

Molekuly fosfolipidi drzi pohromadé diky hydrofobnim interakcim,
silam slabsim nez kovalentni vazby, proto se vétSina molekul lipidi
a nckteré membranové proteiny mohou pohybovat do strany v rovin€ vrstvy.
Pohyb mezi vrstvami — tzv. flip-flop neboli pohyb mezi vrstvami je vzicny
(Campbell a Reece, 2008).

Dal$i nezbytnou soucasti cytoplasmatické membrany jsou proteiny. Na rozdil

od lipidt, které tvofi stavebni skelet a vhodné prostfedi pro molekuly bilkovin,
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jsou proteiny nositeli vétSiny funkeci. Zastoupeni lipidovych a proteinovych slozek
je proménlivé, u riznych membran se jejich hmotnostni podil pohybuje v rozmezi 0,4-4
(Vodrazka, 2002).

Ve srovnani sbéznymi molekulami proteini maji membranové bilkoviny
odli$né rozlozeni hydrofilnich a hydrofobnich zbytkd, protoze prochazi dvéma riznymi
typy prostiedi (viz Obr. 5). Polypeptidovy ftetézec obvykle prochdzi lipidovou
dvouvrstvou jako a-helix, avSak v pfipad¢ slozitych proteind, které prochazeji
membranou nékolikrat, nachazime i strukturu -skladany list (Alberts et al., 1997).

Membranové proteiny rozdélujeme na integralni (vnitini) a periferni. Helikalni
strukturu mivaji bilkoviny integralni, naproti tomu slozité¢ molekuly tvofici vodni pory
mohou mit ve svych fetézcich ob& zminiované struktury. Mnoho membranovych
proteinti prochazi vrstvou napfi¢, na kazdé stran¢ vrstvy znich ¢ast vycniva,
tyto proteiny maji podobné jako sousedni lipidy hydrofilni a hydrofobni useky.
Jiné proteiny se nachédzeji uplné¢ mimo buiku, ke které se pfipojuji pouze jednou
¢1 n€kolika kovalentnimi vazbami. Dalsi proteiny jsou pro zménu s membranou svazany
pouze interakcemi s jinym membranovymi proteiny ¢i z cytosolové strany nepolarni
mastnou kyselinou nebo izoprenoidem zanofenym do vnitini strany membrany
(Vodrazka, 2002, Alberts et al., 1997).

Vyznam integralnich membranovych proteinii spociva predevsim v umoznéni
komunikace s okolim. Tato komunikace mtize byt:

e latkova, kdy proteiny funguji jako uzce specifické prenasece mezi obéma
prostory oddélenymi cytoplasmatickou membranou,

e mechanickd, kdy jsou molekuly navazdny na bunécnou kostru nebo
na analogické proteiny sousednich bunék nebo na mezibunéénou hmotu,

e signalni, pokud se membranové proteiny ucastni prenosu signalu,
ktery spo¢iva ve splynuti receptoru na vn&j$i strané membrany s ligandem
(ptf.: neurotransmiter, hormon, protildtka v membrané lymfocytu). Vazba s ligandem
ovlivni prostorovou strukturu receptoru a tim 1 prenos signalu pfes membranu
(Alberts et al., 1997, Cammpbell a Reece, 2008).

Povrchové  membranové proteiny jsou zpravidla mensi molekuly
zprosttedkovavajici rychly funkéni kontakt mezi vzdalenéj§imi, vEétSimi a méné

pohyblivymi membranovymi proteiny (Rozsypal et al., 2003).
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3.2. Pfenos latek pfes membranu

Vyména latek mezi buiikou a prostfedim je z velké ¢asti zavisla na vlastnostech
cytoplasmatické membrany. Existuji vzasadé¢ dva zplisoby, jak mohou latky
pies membranu proniknout, a to specificky a nespecificky prinik (Rozsypal et al., 2003).

Nespecificky prinik znamend, ze latky mohou volné prochédzet lipidovou
dvojvrstvou dle svych fyzikalnich vlastnosti. Membrana propousti pfedev§im molekuly
nepolarnich latek, naptiklad O, a CO;, ale 1 nékteré malo polarni organické latky,
jako jsou ethanol a mastné kyseliny. Naproti tomu pii specifickém priniku je nutna
pfitomnost proteinového pienasece (Rozsypal et al., 2003).

Proteinové prenaSece jsou nutné k pienosu témétr vSech malych organickych
molekul pfes membrany. Vyjimkou jsou molekuly rozpustné v tucich a malé molekuly
bez naboje, které mohou prochazet pres membranu prostou difuzi. PfenaSecové proteiny
jsou typické svou vysokou selektivitou, Casto prenaseji pouze jeden typ molekuly
(Alberts et al., 1997).

Dulezitou otazkou transportnich procesi je, co pohani transport latek mezi
buitkkou a prostiedim. Vyznamnou roli v této oblasti zastdva koncentrace latek.
Putuji-li latky po sméru koncentraéniho spéadu, ¢ili z mist s vétsi koncentraci do mist
s koncentrace niz$i, jednd se o pasivni transport. V pifipad€ pienosu latek proti
koncentracnimu gradientu se jedna o transport aktivni. K aktivnimu transportu je nutna
energie, kterou prenasecové proteiny ziskavaji z riznych zdroji (Alberts et al., 1997).

Zikladnim typem pasivniho transportu je prostd difuze, kdy latky putuji
po svém koncentracnim spadu. Latky putuji z mista s vy$$i koncentraci do mista
s koncentraci niz§i az do jejich vyrovndni. Jednd se o spontanni d¢j,
u kterého neni zapotiebi zadna prace. Prikladem je ptijem kysliku butikou provadéjici
bunééné dychani (Campbell a Reece, 2008).

U elektricky nabitych molekul se uplatiiuje dalsi sila,
gradient elektrochemického potencidlu. Ten urCuje smér, kterym se budou latky
prendSet. Principem tohoto zplsobu pfenosu je skute¢nost, ze vétSina membran
je elektricky nabitd. Rozdil u téchto ndboji se nazyvd membranovy potencial,
ktery pisobi na molekuly v blizkosti buiiky. Timto zpisobem difunduje naptiklad Na",
jehoz koncentrace vné buriky je vétsi nez uvniti (Alberts et al., 1997).

Usnadnéna difuze je druh transportu, ktery k pienosu polarnich molekul a iontd
vyuziva transportnich proteini membrany. Specialnim zptisobem pasivniho transportu

je osmoza. Jeji smér urcuje rozdil celkové latkové koncentrace. Voda se pohybuje
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z roztoku hypotonického do hypertonického dokonce i tehdy, ma-li hypotonicky roztok
vice latek (Campbell a Reece, 2008).

Zpusob prenosu proti koncentratnimu gradientu latky se nazyva aktivni. Jedna
se o transport ,,do kopce®, tudiz potiebuje energii, kterou buiika obvykle ziskava
¢innosti vlastniho metabolismu (Campbell a Reece, 2008).

Praci pii aktivnim transportu vykonavaji specifické proteiny; energii pro vétSinu
aktivniho transportu zajiStuje ATP. Membranové proteiny pfispivaji  k tvorbé
membranového potencidlu. Piikladem takového systému je sodnodraselna pumpa,
ktera prendsi v kazdém cyklu jeden kladny naboj, nebo protonova pumpa aktivné
prenasejici vodikové kationy ven z buiiky (Campbell a Reece, 2008).

Aktivni  transport zajiStuji buiiky tfemi rGznymi hlavnimi cestami.
Za prvé se jedna o spiazené pienasece spojujici prenos jednoho solutu pies membranu
smérem ,,z kopce® a druhého smérem ,,do kopce®. Druhym zplisobem jsou pumpy
pohanéné ATP spiahujici transport ,,do kopce® s hydrolyzou ATP a tieti jsou pumpy
pohanéné svétlem, které se nachazeji v buiikdch halobakterii a spfahuji transport
,,do kopce* s ptivodem svételné energie (Alberts et al., 1997).

PtenaSecové proteiny mohou spojovat prenos jednoho anorganického iontu
s pohybem jiného iontu. Pokud pfenaseji oba ionty stejnym smérem, jedné se o symport,
prenos dvou latek riznymi sméry se nazyva antiport. Pfenase¢ovy protein transportujici
pouze jednu latku zajist'uje uniport (Alberts et al., 1997).

Voda a malé molekuly vstupuji do  bunky  difuzi  pfes
cytoplazmatickou membranu ¢i prostfednictvim transportnich proteinti. Velké molekuly
typu polypeptidii a polysacharidi prechdzi pfes membranu za pomoci mechanismd,
na kterych se podili méchyiky, vezikuly (Alberts et al., 1997).

O exocytozu se jednd v ptipadé, pokud buiika molekuly ve vaccich vylucuje,
prostfednictvim endocytdzy je naopak pfijima. Endocytdzy existuji tii typy: fagocytdza,
pfiniz buiika pomoci pseudopodii pohlcuje castici ve svém okoli, pinocytdza,
pii  které pfijima extracelularni tekutiny, poslednim typem je receptory
zprosttedkovana endocytéza, kterda je vyrazné¢ specifickd. Umoziuji ji bilkoviny

s receptorovymi misty ukotvené v membrané (Campbell a Reece, 2008).
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4. Mitochondrie

Mitochondrie patii, podobné¢ jako chloroplast u rostlin, mezi semiautonomni
organely buiniky a maji nezastupitelnou roli v ziskavani energie pro zivot buiiky.
Jejich pocet odpovida energetické urovni buiiky (Zavodska, 2001).

Jsou obklopeny dvéma membranami, odvozenymi od plasmatické membrany.
Vnéjsi je hladkd, vnitini zvrdsnénd do zahybl zvanych kristy, vnitini déli prostor
mitochondrie na dva oddélené kompartmenty, na mezimembranovy prostor
a mitochondridlni matrix obklopenou vnitini membranou. Matrix obsahuje mnoho
riznych enzymi, mitochondridlni DNA a ribosomy. Kristy zvétSuji povrch vnitini
membrany, do které jsou zabudovany proteiny uplatiiujici se pfi bunééné respiraci,
vcetné enzymu vytvarejiciho ATP (ATP-syntaza), ¢imz je zvySena efektivita bunééného
dychani (Campbell a Reece, 2008).

V buiice jsou mitochondrie pfitomny ve velkém mnoZstvi a ve spojeni s vldkny
cytoskeletu mohou vytvétet pohybujici se fetézce. Jindy naopak zlstdvaji na jednom
misté buniky, a dodavaji tak energii do mista nejvétsi potieby. Ve spermiich jsou tésné

ovinuty kolem hnaciho bic¢iku (Alberts et al., 1997).

™, _inner membrane

o

outer membrane

Elizabeth Morales

Obr.6.: Stavba mitochondrie (Podle webu?)

4.1. ATP

Adenosintrifosfat (ATP) je dualezity nukleotid (resp. nukleosidtrifosfat),
ktery se sklad4a z adenosinu a trojice fosfatli navazané na 5' uhliku. Je zcela zasadni
pro funkci vSech znamych bunék. Jeho vyznam spociva v tom, ze pti rozkladu ATP
na ADP (neboli adenosindifosfat) a fosfat dochazi k uvolnéni zna¢ného mnozstvi

energie. Tato energie se vyuzivd témef ve vSech typech bunéénych pochodi,
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jako je napiiklad vnitrobunéény a membranovy transport, syntéza proteinl

¢i syntéza RNA (Vodrazka, 2002).

4.1.1. Oxidativni fosforylace, mechanismus vzniku ATP

VétSina bunééného ATP se vytvaii v mitochondriich v pribéhu citratového
cyklu. Béhem tohoto cyklu mitochondrie zpracovavaji acetylové skupiny,
pricemz produkuji NADH — aktivované molekuly nesouci elektrony s vysokou energii
a CO, jako vedlejsi produkt. NADH piedava své molekuly do elektrontransportniho
fetézce v mitochondridlni membrané a prechazi do oxidovaného stav NAD'
(Alberts et al., 1997).

Elektrony jsou predavany v fetézci k molekularnimu kysliku za vzniku vody.
Energie uvolnénd pii prichodu elektront elektrontransportnim fetézcem se vyuziva
k Cerpani protonii. Protonovy gradient pak pohani syntézu ATP, ¢imz dopliiuje
chemiosmoticky mechanismus. Tento dé€j zahrnuje jak spotiebu kysliku, tak pfipojeni

fosforylové skupiny k ATP, proto se nazyva oxidativni fosforylace (Alberts et al., 1997).

5. Demembranace spermii

5.1. Co je demembranace

Demembranace spermii, respektive somatickych bunék, je proces, pii némz
dochazi plsobenim chemickych latek k odstranéni cytoplasmatické membrany,
a tim 1 k usnadnéni vymény latek mezi buiikou a prostfedim. Docilime ji aplikaci
Setrného neiontového detergentu (pf.: TritonX-100). Aktivace pohybu spermii je pak
znovu spusténa piidanim napt.: ATP-Mg”" (Linhart et al., 2002).

Bi¢ik demembranované spermie je vystaveny plisobeni latek z vnéjSiho prostiedi
(voda, aktivacni roztok). Pfenos iontl neni nijak usmérnén. Vliv latek na motilitu
spermie tak miZe byt testovan ptimo (Linhart et al., 2002, Ashizawa et al., 1998).

Pohybovy aparat spermie zlstava pii demembranaci neporusen. Ashizawa et al.
(1998) pouzivaji ve své praci krom¢ zminéného detergentu jest¢ latku Nonidet-40

(neiontovy detergent, ktery zabrafiuje nespecifickym hydrofobnim reakcim).

5.2. Demembrana¢ni média

5.2.1. Demembranaéni média

Zakladem demembrana¢niho média je smés detergentu, obvykle byva pouzivan

TritonX-100, a dal$i komponenty iontové ¢i neiontové povahy. Ve smési jsou pouzity
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pufry, napiiklad Tris-HCI s pH 8,2. Dalsi latky pfitomné ve vétSiné demembranacnich
roztokli jsou EDTA, EGTA, DTT a ionty drasliku, sodiku ¢i neiontové slouceniny
(glukéza, ATP, Mg-ATP) (Linhart et al., 2002, Cosson et al., 1995).

Linhart et al. (2002) pouziva pii svém pokusu demembranacni roztok
nasledujiciho  slozeni: 20 mm NaCLl', 0,5 mmoll' EDTA (Sigma),
1 mmol.l" dithiothfreitolu (DTT, Sigma D-0632), 20 mmol.I"! Tris, pH 8.2,
0,04 % TritonX-100 — pii 0°C.

Cosson et al. (1995) pouziva nasledujici roztok: 0,15M K acetat, 0,5 mM EDTA,
Il mm DTT, 20 mM Tris pH 8,2, 0,04% Triton-X 100; po 30 spii pfi 0°C
je 1 ul pomérné ¢asti smichan pii pokojové teploté s RM (0,15M K acetat, ImM DTT,
20 mM Tris pH 8,2, 1mM MgCl,, 1 mM ATP (bez vanadi¢nanu, Boerhinger;
standardni roztok, neutralni pH), 1 mM EGTA a cAMP).

Redondo et al. (1991) pouziva roztok ve slozeni 0,15 M K" acetat, 0,5 mM
CaCl,, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, 20 mM Tris-HCI (pH 8,2), 0,4% TritonX-100.

5.2.2. Reaktiva¢ni média

Nepohyblivé spermie jsou po demembranaci smichdny s roztokem latek, ktery
ma obnovit ¢i zah4jit motilitu spermii. Zakladni komponenty jsou ATP, DTT, Tris-HCI
(pH 8,2), EDTA, EGTA, tedy obdobné jako u demembrana¢niho média
(Linhart et al., 2002).

Linhart et al. (2002) ve své praci uvadi nasledujici slozeni reaktivacniho média
20 mmol.I"! NaCl, Immol.I" DTT, 20 mmol.I" Tris-HCI pH 8,2, 1 mmol.I"! MgCl,,
2 mg BSA, 1 mmoll' ATP, bez vanadi¢nanu. BSA je nezbytny kvili tomu,
aby se zabranilo pfilnuti spermii k podloznimu sklicku.

U Cossona et al. (1995) je reaktivaéni médium slozeno z téchto komponenti:
0,15M K acetat, ImM DTT, 20 mM Tris pH 8,2, 1 mM MgCl,, 1 mM ATP
(bez vanadi¢nanu, Boerhinger; standardni roztok, neutrdlni (pH 7)), 1 mM EGTA
a cAMP (je-li pridavan).

Rednondo et al., (1991) pouziva roztok o slozeni 0,15 mM K" acetat, ImM DTT,
0,1 mM EGTA, 20 mM Tris-HCI (pH 8,2), 1 mM Mg-ATP.

V nékterych studiich mohou byt reaktivacni a demembranacni krok spojené
a provedené v jednom roztoku. V ptipad¢ metody jednoho kroku doddvame ATP piimo
na spermie, které chceme reaktivovat. V piipadé pouziti dvou odlisSnych roztokt

dodavame spermie do roztoku s obsahem ATP (Ashizawa et al., 1998).
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5. 3. Priklady pouziti demembranace

5.3.1. Zkoumani vlivu iontd na pohyblivost spermii

Pohyb spermii ryb spousti mimo jiné zména osmotickych podminek
pii ptechodu z téla ryby do vnéjsiho prostiedi (Alavi et al., 2008).

U veslonosa amerického (Polyodon spathula) byl zkoumén inhibi¢ni vliv
nizkych  koncentraci KCl, MgCl,, NaCl, CaCl, v aktivaénim roztoku
(20 mmol Tris-HCI1 s pH 8,2, a BSA). Linhart et al. (2002) zkoumal inhibi¢ni efekt
K" ptitomného v reaktivaénim médiu na axonemu.

Pritomnost KCI nebo K vkoncentraci 5-15 mmol.lI" inhibovala
demembranovany bi¢ik. P¥idani 20 mmol.I" NaCl umoznilo reaktivaci viech spermii
po dodani 50-200 pmol cAMP'. Efekt iontd na motilitu byl vé&tsi v ptipads,
ze byly spermie demembranovany a reaktivovany v roztoku
s obsahem 0,5 mmol CaCl,I"" (Linhart et al., 2002).

V ptipadé pouziti demembranaéniho média bez K, ale s koncentraci CaCl, vyssi
nez 100 pmmol 1" v reaktivaéni médiu, byl pohyb biciku reaktivované spermie skubavy
s malou amplitudou, velkd amplituda byla vyvolana v médiu s obsahem CaCl, vy$Sim
nez 250 pmol I™'; tyto zavéry potvrzovaly funkéni sensitivitu axonemil veslonosich
spermii ke kationtu vapniku (Linhart et al., 2002).

Redondo et al. (1991) provad¢l experimenty se spermatem kapra obecného
(Cyprinus carpio). Ve své studii zkoumali vliv iont na pohyb nativnich
a demembranovanych spermii.

Pomér pohyblivych spermii v priibéhu pokusu periodicky klesal. Pti inkubaci
v médiu s obsahem 200 mM KCI1 bylo pohybu schopno pouze 1% nativnich spermii.
Ztrata pohybového potencidlu nastala v semenné plasmé a byla reversibilni po inkubaci
v médiu s 200 mM KCI (Redondo et al., 1991).

Spermie byly uspéSné reaktivovany po rozpusténi membrany v TritonuX-100.
Na ATP -Mg”" zavisla reaktivace nastala, i kdy? nedoslo k piidani cAMP
do reaktiva¢niho média (Redondo et al., 1991).

Ve studii Pouparda et al. (1997) byly demembranované spermie piidany
do reaktivacniho roztoku s nizkou koncentraci glukézy (0-0,05 mmol.I™) s osmolalitou
60-140 mOsm.kg"', v médiu bez bez Na" a K™ obsahujicim glukézu, byl axonemalni
pohyb zaznamenan pouze po pfidani mén& nez 25 mmol.l" KCI nebo NaCl

(osmolalita cca 100 mOsm.kg™). Tyto parametry ukazaly, e nizké koncentrace iontd
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nebyly axomendlnimu aparatu Skodlivé, diky tomu mohl byt funkéni i za téchto
podminek.

Za ptitomnosti KCIl, NaCl nebo cholinchloridu v reaktivacni médiu bylo 95 %
reaktivovanych spermii schopno pohybu v médiu s osmolalitou 140-400 mOsm.kg™.
Procento reaktivovanych spermii pribézné klesalo s vzestupujici osmolalitou
a pfi 600-650 mOsm.kg" nebyl 30 sekund po fedéni pozorovan Zadny axonemalni
pohyb. PHi osmolalité 480-550 mOsm.kg™” bylo 5 sekund po fedéni pozorovano 80-90%
hite  pohyblivych  spermii;  poté  pohyblivost opét znacné  poklesla
a 0 45-60 sekund pozdéji nebyl pohyb zaznamenén viibec (Poupard et al., 1997).

Williams a Ford (2001) zkoumali vliv Ca®" na lidské spermie pii pokojové
teplot¢ nebo pii 37°C vroztoku s 0,8% v/v TritonemX-100. CaCl, byl piidan
do demembrana&né-reaktivaéniho média k zvyseni aktivity Ca”".

Motilita reaktivovanych spermii byla kratkd a jejich rychlost stiedni drahy
spermii (VAP) vykazovala rGst béhem prvni minuty po demembranaci a reaktivaci,
poté klesala a na nizké Grovni se stabilizovala po 3 minutach (Williams a Ford, 2001).

Williams a Ford (2001) také pozorovali efekt Ca®" na pohyblivost, rychlost
stiedni drahy spermii (VAP). Nékteré spermie byly pohyblivé jesté 25 minut po aktivaci.
Pokles jejich motility nebyl zjiStén ani v pfipadé¢ dodani ATP+cAMP az ve tfech
minutach od demembranace. Procento pohyblivych spermii 0,5-1 min po demembranaci
a reaktivaci bylo vysoké 75+6 % nebo 52+22%; vyssi bylo, pokud proces probéhl
pti 37° C (Williams a Ford, 2001).

Nebylo-li cAMP soucasti demembranacné-reaktivacniho média, nemélo efekt
na zvySeni motility ani pii pfedchozi inkubaci spermii s pentoxifylinem. Po pfidani ATP
a cAMP 10 sekund po demembranaci nebyl efekt na reaktivaci motility pozorovan.
Pohyblivé spermie byly zaznamenany v piipadé, ze k pfidani ATP+cAMP doslo ihned
po demembranaci médiem s 0,01 nebo > 0,02% v/v TritonuX-100; mnozstvi 0,01 %
TritonX-100 bylo pti¢inou nekompletni demembranace (Williams a Ford, 2001).

Mnozstvi Ca’® v demembranaéné-reaktivaénim médiu na pocatku bylo
cca 20 nmoll'. Zvyseni obsahu Ca®" na 100 nmol.l' nemélo signifikantni vliv
na motilitu, ale pfizvySeni na 500 nmol.I" byly procento pohyblivych spermii
a rychlost stfedni drahy spermii (VAP) prokazatelné redukovany (Williams a Ford,
2001).
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5.3.2. Zkoumadni vlivu ATP a cAMP na pohyblivost spermii

Energetickd spotteba spermii je pokryta ATP. Cyklicky adenosin monofosfat
(cAMP) je derivatem ATP, ktery buiika pouziva v signdlnich drahach; obvykle slouzi
jako aktivator proteinkindz, konkrétné¢ proteinkindzy A (Alavi et al.,, 2008,
Cosson et al., 1998).

Vliv ATP a cAMP na spermie pstruha duhového (Onkorhynchus mykiss)
zkoumal Cosson et al. (1998). Spermie byly zkoumany za riznych podminek vzhledem
k ptedchozi fazi pohybu in vivo a k ptedchozi koncentraci ATP.

Pti pokusu bylo dédno 10 pl s spermii do 200 pl demembrana¢niho média; fedéni
bylo pouzito 1:10 (spermie:demembranaéni médium). Za pouziti roztokl vyse
uvedencho slozeni doSlo k okamzitému pohybu axonemy, ktery byl stabilni po dobu
5-12 minut dle podminek pokusu. Zajimavosti je, Zze ATP neni pi1 vlastni
demembranaci nezbytny (Cosson et al., 1998).

V piipadé, Zze koncentrace ATP byly vy$s$i nez 25 uM byly vSechny spermie
aktivni s frekvenci udert bi¢iku 15-20 Hz, i kdyz aktivovany pted pocatkem pokusu.
Pti této koncentraci byla v reaktivacnim médiu nutna ptfitomnost cAMP, nikoli vSak
v médiu demembranacnim; jeho pfidani nebylo zavislé na predchozi motilit€ spermii.
Mezi pisobenim ATP a cAMP panoval antagonismus. U spermii byla zfejma afinita
k cAMP jako mezi¢lanku aktivace pohybu (Cosson et al., 1998).

Spermie byly pii nizkych koncentracich aktivovany 50 uM ATP bez ptidavku
cAMP. Pii koncentraci ATP 10 puM bylo pohyblivych jen malo spermii,
naproti tomu pii 20-30 uM ATP se pohybovalo 90-95% gamet, ale frekvence pohybu
bi¢iku byla nizka (10-15 Hz). Po zvySeni koncentrace ATP nad 50 uM zietelné klesl
pocet pohyblivych spermii, pii pouziti 1 mM ATP nebyla pohyblivost homogenni,
90-95% gamet bylo nepohyblivych; moznosti ke zvyseni aktivity bylo ptidani cAMP
(Cosson et al., 1998).

Myslenku antagonismu ATP a cAMP podporoval i fakt, ze byly-li nepohyblivé
spermie piidany do aktivacniho roztoku s 1 mM ATP bez cAMP, po piiddni 50 uM
cAMP doslo k okamzitému nastartovani motility (Cosson et al., 1998).

Cyklicky adenosinmonofosfat mohl byt pfidin do demembrana¢niho
nebo reaktivaéniho média, nezbytny byl pouze vmédiu reaktivacnim.
Byl-li pouze vtomto roztoku, procento pohyblivych bi¢ikii se zvySovalo postupné
s rostouci koncentraci z 5% pii 0,1 cAMP po 100% v 10uM cAMP (Cosson et al.,

1998).
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5.3.3. Zkoumani vlivu teploty na demembranované spermie kura domaciho

V piipadé spermii kura doméciho je jednim z faktorli ovliviiujicich aktivaci
pohybu teplota. V roztoku prostém soli jsou spermie pohyblivé, az kdyz je dosazeno
teploty panujici v ptacim téle (40-41 °C) (Ashizawa et al., 1998).

Jako neiontovy detergent pouzili Ashizawa et al. (1998) TritonX-100
¢i Nonidet-40. Koncentrace detergentu v roztoku byla 0,1-0,2%. Nasledné bylo
do roztoku piidavano ATP, jehoz optimalni koncentrace pro reaktivaci spermii
byla v tomto ptipade 0,05 and 0,5 mM.

Demembranacni a reaktivacni krok spojili autoii studie v jeden nebo, v ptipadé
pouziti konvencéni metody demembranace, byly kroky provedeny kazdy zvlast.
V prvnim piipadé¢ se vliv zkoumanych latek projevil piimo v reaktivaénim médiu,
ve druhém piipad€ bylo malé mnozstvi (cca 10 pl) demembranovanych spermii ptidano
do reaktivacniho média. Nevyhodou kohouti spermie se ukdzal fakt, ze vlivem plisobeni
detergenti dosSlo ke znieni akrozomu; spermie kura jsou totiz narozdil od spermii
kostnatych ryb opatfeny akrozomem. K odstranéni tohoto problému byla pouZita
centrifugace a metoda Percolového gradientu (Ashizawa et al., 1998).

Pti teploté 30 °C byla motilita spermii u obou pouzitych metod vysoka, nebyl
mezi nimi zji$tén rozdil. Pii teplotach nad 40 °C byla motilita v ptipad¢ jakékoli pouzité
metody zanedbatelnd. Demembranované spermie vykazovaly za pouziti metody
Percolového gradientu pfi teplot¢ 30 °C vysokou pohyblivost, s vyjimkou média,
v némz bylo pfitomno EGTA. Pii 40 °C byla motilita spermii zanedbatelna. Obnoveni
pohyblivosti bylo dosaZeno pouze za piitomnosti calyculinu A a kyseliny okadaikové,
jakozto specifickych inhibitorti proteinfosfataz typu 1 (PP1) a typu 2 (PP2) nebo
p-nitrofenyl fosfatu, které mély pii 30 °C na pohyblivost spermii opacny vliv (Ashizawa

et al., 1998).
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3. Material a metodika
Pro ucely mé bakalatské prace byly provedeny experimenty na spermiich kapra

obecného (Cyprinus carpio) a jesetera malého (Acipenser ruthenus).

3.1. Demembranace spermii kapra obecného (Cyprinus carpio)

3.1.1. Materidl

Sperma kapra, voda z kohoutku, demembranacné-reaktivacni médium, ATP,
pluronic; SloZeni demembranacné-reaktivacniho média: 0,13 g NaCl, 0,0186 g KCI,
0,182 g Tris pH 8, 0,019 g EGTA, 0,1 g MgCl,, 0,1 M TritonX-100, 0,02536 g ATP

v 50 ml destilované vody.

3.1.2. Piistroje

V ramci experimentu bylo pouzito nésledujicich pfistroji: barevné kamery Sony
SSC 50 AP na mikroskopu BX-41 v konfiguraci pro pozorovani vtmavém poli
doplnéné LED stroboskopickym osvétlenim (,,exposurescope‘), stroboskopické svétlo
bylo fizeno signdlem z kamery, videosignal byl nahravéan pfistrojem Sony DVO 1000
MD doplnéném o videotitulkova¢ Hama s jednotkou vnitiniho ¢asu Elvia.

Kromé vyse uvedenych pfistrojii bylo pouzito bézné laboratorni nadobi (pipety,

podlozni sklicka, zkumavky Ependorff, kadinky, laboratorni vahy atd.).

3.1.3. Metodika

Pouziti mli¢aci kapra obecného, pochazejici z vlastniho chovu fakulty rybaistvi
a ochrany vod, byli 24 hodin pfed planovanym pokusem hypofyzovani; davka cinila
1 mg hypofyzy na kilogram hmotnosti ryby; samci byli starsi ¢tyt let, o hmotnosti vyssi
nez 2 kg. K dispozici bylo sperma od dvou samcii — odebrané pii teplot¢ 18° v den
pokusu.

Odber spermatu: Mli¢ak byl fixovan ve vlhké tkanin€, aby se piedeslo poranéni
pfi odbéru. Samotny odbér byl provadén pomoci injekéni stiikacky, soucasné probihala
masdz dutiny bfiSni, aby doSlo kuvolnéni veSkerého spermatu. Do provedeni
samotného experimentu bylo sperma uchovano v chladu

Pohyblivost spermii byla pozorovana nejdiive v 50 pl destilované vody.

Po smichani smichani destilované vodu s pluronicem (piidavan, aby se zabranilo adhezi
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spermii k podloznimu sklicku), byla smés kapnuta na sklicko, nasledné bylo ptidano
sperma.

Poté byla zjisStovana pohyblivost spermii v demembranacné-reaktivacnim médiu,
jehoz slozeni bylo popsano vySe. DalSim krokem bylo pozorovani motility
v demembranacné-reaktivaénim médiu s TritonemX-100 bez ATP, poté s pfidanym
adenosintrifosfatem.

Obraz ziskany pozorovanim pod mikroskopem byl zaznamendvan pomoci
vySe uvedené videotechniky. Z videozdznamu na DVD byly jednotlivé snimky
zachycované programem PowerDVD verze 4, pouzit byl kazdy druhy snimek
(celkem 5). UloZzené snimky byly nasledné slozeny do jednoho v programu
Microlmage 4.0 pomoci maker na analyzu obrazu, diky ¢emuz bylo dosazeno
k vizualizace drah pohybu; nepohyblivé spermie byly zobrazeny bile.

Drdhy pohybu byly nasledné zméfeny v manudlnim rezimu programu
Microlmage. Rychlost spermii byla vypocitdna za pouZiti naméfené drahy a casového
rozestupu snimki. Motilita spermii byla urena zpoméru barevnych,
a tedy pohyblivych spermii ku nepohyblivym.

Doba pohybu spermii byla métfena stopkami s pfesnosti na 1 s. Jako doba
pohybu byl bran v tvahu ¢as, po ktery bylo mozné zaznamenat v zorném poli alespoil
jednu pohyblivou spermii.

Nasledné byla data zpracovana v Excelu2003.

3.2. Demembranace spermii jesetera malého (Acipenser ruthenus)

3.2.1. Material

Sperma jesetera malého, destilovana voda, demembranacné-reaktivaéni roztok,
ATP, pluronic (proti adhezi spermii ke sklicku); SloZeni demembranacné-reaktivacniho
roztoku (V= 10 ml): 0,117 g NaCl, 0,190 g EDTA, 1,211 Tris pH = 8,2, 0,203
MgCl,.6H,0, 7,7 ml destilované vody.

3.2.2. Pristroje
Pfistroje pouzité pifi tomto pokusu byly tytéz jako v ptipad€ experimentu

s kaprem.
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3.2.3. Metodika

K dispozici bylo sperma mlicdkl jesetera malého, ktefi byli ptedchozi den
hypofyzovani v davce 4 mg hypofyzy na jeden kilogram hmotnosti ryby; také tito samci
pochézeli z chovu fakulty rybafstvi. Hmotnost ryb ¢inila 1-1,2 kg pii stafi veétSim
nez osm let. Teplota v dobé odbéru spermii byla 15°C.

Odber spermatu: MIi¢i bylo odebirano v poloze bfichem vzhiru, takze druha
osoba musela fixovat rybu za hlavu a ocas. Sperma bylo odebirdno za pomoci
suché hadicky z mékkého plastu o priméru 5 mm o délce minimalné¢ 20 cm,
ktera byla na jedné strang §ikmo sefiznuta. Sikmy konec haditky byl zasunut
do urogenitalni papily samce, volny konec do sbérné nadobky. Sperma poté volné
vytékalo do nadobky. Do provedeni experimentu bylo sperma uchovano v chladu.

Nasledny experiment byl obdobny jako u kapra obecného. Jediny rozdil spocival

v pritomnosti ¢i nepfitomnosti TritonuX-100 v demembrana¢né-reaktivacnim médiu.
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4. Vysledky

Vysledky experimentu s kaprem obecnym jsou shrnuty v tabulkach 1. az 3.

Doby pohybu spermii ryb v testovacim médiu (destilovanad voda — dale uvadéna
pouze  jako H,0, DM-RM - demembranac¢né-reaktivacni médium,
DM-RM s ATP - demembrana¢né-reaktivacni médium s ATP) jsou uvedeny v tabulce

(Tabulka 1.).

Tabulka 1.: Doba pohybu spermii kapra obecného (Cyprinus carpio)

Médium H20 DM-RM DM-RM + ATP

Doba pohybu 30s 0 > 5 minut

Zjisténad doba pohybu spermii ve vod¢ je na dolni hranici doby pohybu
Dle predpokladu nebyla motilita v médiu bez ATP zaznamenand, coz bylo mozno
chépat jako dikaz probéhlé demembranace.

Doba pohybu spermii po piidani ATP se shoduje s piedpokladem,
ze se demembranované spermie budou pohybovat déle v pfitomnosti ATP, nebot” tady
Jiz neni zasoba bunéného ATP limitujicim faktorem pro motilitu, je pfitomno
v prosttedi média, a proto je mozné, aby trvani pohybu mnohonisobn¢ piekonalo
fyziologické moznosti spermie. Z praktického hlediska zde jako limita¢ni faktor pisobi

vyschnuti kapky na podloznim sklicku.
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Primérmné rychlosti vdaném médiu v c¢asech 15, 30 a 45 sekund
(v€etn¢ smérodatné odchylky, varia¢niho rozpéti a varia¢niho koeficientu) jsou uvedeny

v tabulce (Tabulka 2.).

Tabulka 2.: Primérmné rychlosti pohybu spermii kapra obecného (Cyprinus carpio) v },Lrn.s'1
(hodnoty v rdmci jednotlivych Casl se stejnym pismenem (Cislici) v indexu oznaceni skupiny
znazornuji skupiny, které se statisticky prikazné nelisi (o= 0,05); pokud neni pismeno (Cislice)

uvedeno, byla naméfena pouze jedna hodnota)

Médium
Rychlost v ¢ase H.0 DM-RM DM-RM + ATP
15s 34,82A A IO . 51,688.1.2
(sm. odch; var. koef; var. rozp.) (10,71; 0,31; 33,71) (”evyﬁgérirt‘;’tz)”o (27,37; 0, 53; 84,33)
30s 40,02¢ 0 49,36

(nebylo mozno

(sm. odch.; var. koef.;var. rozp.) (15,97; 0,39; 52,24) (27,18; 0,55; 110,07)

vypoditat
455 neb IOm Zn neb IOm Zn 43,402
(sm. odch.; var. koef.; var. rozp.) (ne ylo Mozno (ne ylo Mozno (27,57;0,64; 77,32)
vypocitat) vypocitat)

V demembranacné-reaktivatnim médiu bez ATP jsou ve sledovanych cCasech
spermie nepohyblivé. V demembranaéné-reaktivaénim médiu obsahujicim ATP
je pohyb spermii zaznamenan, pri¢emz rychlosti zde zjis§téné jsou prokazatelné rozdilné
od rychlosti zméfenych ve vodném médiu. Z uvedenych faktd vyplyva, Ze destilovana
voda neni pro spermie pfili§ vhodnym médiem, nebot’ neobsahuje Zadné ionty.

PIné aktivace spermatu ihned po smiseni s vodou nebylo dosazeno
pravdépodobné kvuli nizké kvalit¢ pouzivaného spermatu. Z tohoto divodu
je primérna rychlost v ¢ase t = 30 svyss§i nez vt = 15 s. Porovnanim rychlosti
demembranovanych  spermii  bylo  zjisténo, Ze se primérnd hodnota
v ¢ase 30 sse prokazateln¢ odliSuje od primérnych hodnot v ostatnich sledovanych

¢asech.
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Motilita (v % Zzivych spermii) v daném testovacim médiu a case
(opét s uvedenim smérodatné odchylky, variacniho rozpéti a variacniho koeficientu)

je zachycena ve treti tabulce (Tabulka 3.).

Tabulka 3.: Motilita spermii kapra obecného(Cyprinus carpio) (v % zivych spermii)

Médium
potia H,0 DM-RM

158 9,63 28,83

(sm. °d°h?r(;’f;:)k°ef'; var. (4,52: 0.47:7.83) (36,36: 0.13: 51,42)
Ns 6,49 32,64

(sm. OdCh};O\Z/;S koef. var. (nebylo moi,no vypocitat) (6,87; 0:21; 9,7)
45s 0 36,36

(sm. OdCh'r;O\;?)r") koef., var. (nebylo moZno vypocitat) | (nebylo moi;lo vypocitat)

Urovel motility v obou médiich je extrémné nizkd, coz je pravdépodobné

zpiisobeno nizkou kvalitou pouzivaného spermatu.

Vysledky malého

v tabulkach 4. — 6.

experimentu na spermiich jesetera jsou uvedeny

Doby pohybu spermii jesetera malého jsou zaznamenany v nasledujici tabulce

(Tabulka 4.).

Tabulka 4.: Doba pohybu spermii jesetera malého (Acipenser ruthenus)

3:1
Médium H,0 DM bez TritonuX-100 DM-RM bez T.
2 + ATP :DM-RM s T.
+ ATP
Doba pohybu 3 min > 5 minut > 5 minut

Doba pohybu spermii v destilované vodé mnohonasobné prevysuje dobu pohybu
spermii u kapra obecného, avSak je zcela odpovidajici pro jeseterovité ryby.
V demembranaénim médiu bez TritonuX-100 a ATP byla zjisténo jeji prodlouZzeni,
¢ehoz bylo dosazeno vhodné zvolenym slozenim demembranaéniho roztoku. Platnost

tohoto tvrzeni potvrzuje i fakt, Ze limitujicim faktorem motility je vysoky obsah
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TritonuX-100. Néasledna optimalni dévka detergentu pak vede k demembranaci
a tim 1 k mnohondsobnému prodlouzeni doby pohybu.

Priimérné rychlosti zjisténé u jesetera malého v testovacich médiich v ¢asech 15,
30 a 45 sekund (doplnéné o smeérodatnou odchylku, variacni rozpéti a variacni

koeficient) jsou zaznamenany v tabulce (Tabulka 5.).

Tabulka 5.: Primé&mé rychlosti pohybu spermii jesetera malého (Acipenser ruthenus) v pm.s™
(hodnoty v ramci jednotlivych Cast se stejnym pismenem v indexu oznaceni skupiny znazorniuji
skupiny, které se statisticky prukazné nelis§i (o= 0,05); pokud neni pismeno uvedeno,

byla naméfena pouze jedna hodnota)

.- 3:1
Médium DM-RM
Rychlost bez TritonuX-100 DM-RM bez T.
v ase H.0 + ATP :DM-RM s T.
+ ATP
s 135,558 149,93¢ 64,124
(sm. "Va‘; ;55‘55 octs (56,14: 0,40; 301,19) (57,01; 0,40, 243,99) (32,50: 0,51; 90,59)
20 115,58 148,518 0
(sm. OV:r 'r’ov;g') octs (57,78; 0,50; 286,69) (43,50; 0,29; 201,19) (nebylo mozno vypocitat)
s 101,36 127,918 SOy
(sm. odch.; var. koef; (82,97; 0,87; 586,95) (57,09; 0,44; 216.48) (naméfena pouze
var. rozp.) hodnota)

Spermie  jesetera jsou pohyblivé ve vSech sledovanych casech,
1 ve vSech sledovanych médiich, kromé roztoku demembrana¢né-reaktivaéniho média
bez TritonuX-100 (ATP bylo obsazeno):demembranacné-reaktivatniho média
s Tritonem-100 v poméru 3:1, kdy nebyla v ¢ase 30 s zjiSténa zadna pohybliva spermie.
Statistickym porovnanim dat byly zjiStény prikazné odliSnosti stfednich hodnot

naméfenych rychlosti.
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Motility

spermii

v testovacich médiich a

casech (15,

30 a 45 s;

véetné smérodatné odchylky, variacniho rozpéti a variacniho koeficientu) jsou uvedeny

v tabulce (Tabulka 6.).

Tabulka 6.: Motilita spermii jesetera malého (Acipenser ruthenus) (v % zivych spermii)

(hodnoty v ramci jednotlivych Casti se stejnym pismenem v indexu oznaceni skupiny znazormiuji

skupiny, které se statisticky prukazné nelis§i (o= 0,05); pokud neni pismeno uvedeno,

byla naméfena pouze jedna hodnota)

. 4 3:1
Motilita Medium DM-RM bez TritonuX-100 | DM-RM bez T. : DM-
v tase H.0 + ATP RMs T.
+ ATP
ns 46,28 56,668 6,39
(sm. ode ’rOV;;') Ol Val- 1 (30,50; 0,66: 98,21) (27,85; 0,49; 63,66) (1,71;0,02; 3,21)
s 48,114 33,254 0
(sm. ode o ;;r') OCLVar 1 (30,30; 0,63; 98,21) (23,42: 0,70; 54,17) (nebylo mozno vypocitat)
s 36,80 22,26 3,414
(sm. ode ;J;g-) OFL VAL (24,91;0,68; 72,30) (18,82; 0,85; 45,74) (3,02; 0,88; 4,27)

Motilita v ¢ase 15 sse ve vSech pouzivanych médiich statisticky prikazné

odliSuje. Ve 30 s a 45 s nebyl rozdil statisticky prokazan.
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5. Diskuze

Pohyb spermii kapra v demembrana¢nim médiu je srovnatelny s vysledky studie
Linharta et al. (2003). Pohyb spermii jesetera malého odpovidd tdajim zjiSténym
u veslonosa amerického (Polyodon spathula) (Linhart et al., 2002).

Kvalita pouzivaného spermatu byla nizkd, nebot’ experimenty byly realizovany
mimo reprodukéni sezonu pouZivanych druh. Kvalitu, zejména pi1 pokusu
se spermatem kapra, pravdépodobné ovlivnila nizka teplota vody v dobé odbéru.
Teplota vody v pribéhu experimentu byla 18 °C, literatura pro dany druh
uvadi 18 — 20 °C (Dubsky et al., 2003). U jesetera, u kterého se vytérova teplota
pohybuje vrozmezi 12-17 °C (Dubsky et al., 2003), bylo nameétenych 15 °C
adekvatnich. Vzhledem kvySe uvedenym skuteCnostem byla spermiogeneze
u zkoumanych mli¢akti indukovand uméle za pouziti hormoni. Kvalita odebraného
spermatu tedy byla nizsi (Redondo et al., 2003).

Experimenty byly provadény pomoci takzvané jednostupniové metody, kdy byly
slozky demembrana¢niho 1 reaktivatniho média spojeny vjednom roztoku.
Obdobny postup pouzili ve své studii Willams a Ford (2001). Naproti tomu v pracich
Linharta et al. (2002) a Cosson et al. (1995) bylo pouzito metody,
pii které bylo pracovano ve dvou stupnich, tedy se dvéma typy médii. V této praci bylo
zvoleno uziti jednostupniové metody zdivodu maximalniho zjednoduseni
demonstra¢niho experimentu.

Vyhodnoceni pohyblivosti spermii bylo komplikovano pfilnavosti spermii
ke sklicku zptisobené pravdépodobné nasledkem provedené demembranace. Zde byly
pohyblivé pouze biCiky, proto je nebylo mozné zahrnout do konec¢nych vysledkd,
z tohoto divodu byl tedy jev vyhodnocen jako neziddouci. Aby bylo zabranéno
jeho vzniku byl vevodném médiu pouzit pluronic, Linhart et al. (2002)
vsak ve své praci pouzili BSA.

U jesetera malého by vSak bylo mozné vyse uvedeny jev, kdy se spermie
ptichyti akrozinovym vldknem vzniklym po poruSeni akrozomu (tzv. akrozinova reakce
(PSenicka et al., 2011)), vyuzit ke studiu vlivu iontli (naptiklad téZkych kovi)
na odhaleny aparat bic¢iku.

Znacnou komplikaci pti vyhodnocovani experimentu byla nizka motilita spermii

v demembranac¢né-reaktivaénim médiu. Oproti literatuie (napiiklad Linhart et al., 2002)
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bylo nutné upravit obsah TritonuX-100, ktery byl pouzit jako ¢inidlo k destrukci

cytoplazmatické membrany.
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6. Zavér

Zamérem prace bylo shrnuti informaci o metodé demembranace spermii ryb ve
vztahu k aktivaci a fyziologii pohybu spermii a nésledné aplikace vybraného postupu
v jednoduchém experimentu na spermiich jesetera malého (Acipenser ruthenus) a kapra
obecného (Cyprinus carpio).

Zavéry prace lze shrnout do nékolika bodu:

e MozZnost pouziti demembranace se potvrdila jak u zastupce kostnatych,
tak u zastupce chrupavcitych, avSak motilita byla u demembranovanych
spermii mens$i nez u nativnich.

e Klicovym faktorem pro experimenty je kvalita ¢erstvého spermatu.

e V piipad¢ horsi kvality spermatu miizeme u demembranovanych spermii
dojit ve sledovanych parametrech k lepsim vysledkiim.

e Pro pouziti demembranace jako nastroje ke studiu je nutné pro kazdy
druh a pro kazdé podminky provéfit vhodnost slozeni média,

zejména pak pouzité koncentrace detergentu.

41



7. Prehled pouzité literatury

Webové stranky:
1. http://www.herber.webz.cz/’www_ocean/08-rybolov.html , cit.: 20.4.2012
2. http://www.fao.org/fishery/en

Publikace

Alavi, S. M. H., Cosson, J., 2006. Sperm motility in fishes. (II) Effects of ions and osmolality:
A review. Cell Biology International, 30, 1, 1-14 s.

Alavi, S. M. H., Cosson, J., Coward, K., Rafiee, G., eds., 2008. Fish Spermatology. Alpha
Science Ltd, Oxford, UK., 465 s. ISBN 978-1-84265-369-2.

Alavi, S. M. H., 2009. Sperm motility and behavior in models of teleostean and chondrostean
fish: Motilita a chovani spermii modelovych druhii kostnatych a chrupavcitych ryb.
Vodtiany, 2009. 146 s. Diserta¢ni prace. USB FFWP, RIFCH. ISBN 978-80-85887-84-6.

Alavi, S. M. H., Gela, D., Rodina M., Linhart, O., 2011. Roles of osmolality — Potassium
antagonist and kalcium in activation and flagellar beating pattern of sturgeon sperm.
Comparative Biochemistry and Physiology A-Molecular and Integrative Physiology, 160,
2,166-174 s.

Alberts, B., Bray, D., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P., 1997. Zdklady
bunécéné biologie: Uvod do molekuldrni biologie buriky. Brno, Espero Publishing, 740 s.,
ISBN 80-902906-0-4 : 1050.00

Ashizawa, K., Sakuragi, M., Tsuzuki, Y., 1998. Temperature dependent flagellar motility
of demembranated, cytosol free fowl spermatozoa. Comparative Biochemistry
and Physiology-A Molecular and Integrative Physiology, 121, 1, 83 89 s.

Campbell, N. A., Reece, J. B., 2008. Biologie. Brno, Computer Press, 1296 s.

Cosson, M. P.; Cosson, J.; Andre, F.; Billard, R., 1995. CAMP/ATP Relationship
in the activation of trout sperm motility thein interaction in membrane deprived models
and in live spermatozoa. Cell Motility and the Cytoskeleton, 31, 2, 159-176 s.

Cosson, J., Groison, AL., Suquet, M., Fauvel, C., Dreanno, C., Billard. R., 2007. Marine fish
spermatozoa: racing ephemeral swimmers. Reproduction. 136, 3, 277-294 s.

Dubsky, K., Kouiil, J., V. Sramek, V., 2003. Obecné rybarstvi. Vydani prvni. Praha,
Informatorium, 312 s. ISBN 80-7333-019-9.

Linhart O, Slechta V., Slavik T., 1991. Fish sperm composition and biochemistry.
Bulletin of Institut of Zoology, Academia Sinica, monograph.16, 288-311 s.

Linhart, O., Cosson, J., Mims, S. D., Shelton, W.L., Rodina, M., 2002. Effects of ions on the
motility of fresh and demembranated paddlefish (Polyodon spathula) spermatozoa.
Reproduction, 124, 5, 713-719 s.

42



Linhart, O; Cosson, J; Mims, S. D., Rodina, M; Gela, D; Shelton, W. L., 2003. Effects of ions
on the motility of fresh and demembranate spermatozoa of common carp (Cyprinus
carpio) and paddlefish (Polyodon spathula). Fish Physiology and Biochemistry, 28, 1-4,
203-205 s.

Massanyi, L., 1991. Funkcna morfologia spermie. Bratislava, Veda, 196 s. ISBN 80-224-0149-8.

Morisawa, M., 2008. Adaptation and strategy for fertilization in the sperm of teleost fish.
Journal of Applied Ichtyology, 24, 4, 362-370 s.

Poupard, G. P., Gatti, J. L., Cosson, J., Jeulin, C., Fierville, F., Billard, R., 1997. Effects of
extracellular environment on the osmotic signal transduction involved in activation of
motility of carp spermatozoa. Journal of Reproduction and Fertility, 110, 2, 315-327 s.

Psenicka, M., 2009. Ultrastructure of spermatozoa and fertilization process in sturgeon:
Ultrastruktura spermiii a fertilizacniho procesu jeseteri. Vodnany, 2009. 104 s.
Dizerta¢ni prace. USB FFWP, RIFCH. ISBN 978-80-85887-85-3.

PSenic¢ka, M., Vancova, M., Koubek, P., Té&Sitel, J., Linhart, O., 2009. Fine structure and
morphology of sterlet (Acipenser ruthenus L. 1758) spermatozoa and acrosin localization.
Animal Reproduction Science, 111, 1, 3-16s.

Redondo-Muller, C., Cosson, M. P., Cosson, J., Billard, R., 2003. Invitro maturation of the
potential for movement of carp spermatozoa molecular reproduction and development,
29, 3,259-270 s.

Rozsypal, S., Doskat, J., Frynta, D., Homola, J., Horacek, L., Hurka, K., Kalina, T., Kubista, V.,

Kvacek, Z., Linc, R., Losos, B., Mazura, 1., Mlad4, J., Mlady, F., Nedvidek, J., Novotny, 1.,

Pavlova, L., Slavikova, J., Slavikova, Z., Smrz, J., Sasek, V., Sebanek, J..Smarda, J., Stys, P.,

Zrzavy, J., 2003. Novy prehled biologie. Praha, Scientia, 796 s., ISBN 80-7183-268-5 : 949.00

Vodrazka, Z., 2002. Biochemie. Praha, Academia, 508 s., ISBN 80-200-0600-1 : 450.00

Zavodska, R., 2001. Biologie bunék, Praha, Scientia, 160 s., ISBN 80-86960-15-3 : 330.00

Williams, K. M., Ford, W. C. L., 2001. The motility of demembranated human spermatozoa
is inhibited by free calcium ion activities of 500 nmol/l or more. International Journal

of Andrology, 24, 4, 216-224 s.

Zdroje ilustraci

1. http://cmif.osu.edu/416.cfm

2. http://cs.wikipedia.org/wiki/Cytoplazmatick%C3%A1 membr%C3%A 1na)

3. http://images.yourdictionary.com/mitochondrion

4. Alavi, S. M. H., Cosson, J., Coward, K., Rafiee, G., eds., 2008. Fish Spermatology. Alpha
Science Ltd, Oxford, UK., 465 s. ISBN 978-1-84265-369-2.

43



8. Seznam vybranych zkratek
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10. Abstrakt

Demembranace spermii ryb jako ndstroj studia fyziologie aktivace a pohybu spermii ryb

Cilem této prace bylo shrnuti dostupnych informaci o metodé¢ demembranace
jako nastroje ke studiu fyziologie aktivace a pohybu spermii ryb a nasledna jednoducha
demonstrace uziti metody.

Demembranace spermii ryb je metoda, pifi které dochazi k destrukci
cytoplazmatické membrany (fosfolipidova dvouvrstva oddé€lujici vnitini prostredi buriky
od vnéjsiho) za pouziti detergentu. V této praci byl pouzit jemny neiontovy detergent
TritonX-100.

Pokusnymi druhy byl kapr obecny (Cyprinus carpio) jako zastupce kostnatych
ryb a jeseter maly (Acipenser ruthenus), ktery patii mezi ryby chrupavcité.

Pohybové parametry (doba pohybu, rychlost pohybu, motilita) spermii kapra
obecného byly testovany ve tfech médiich: v H,O, v demembranacné-reaktivatnim
médiu a v demembrana¢né reaktivaénim médiu s ATP. Spermie jesetera malého byly
testovany v H,O, v dememembranaéné-reaktivaénim médiu bez TritonuX-100, s ATP,
a v demembranacéné-reaktivacnim médiu s TritonemX-100 a s ATP.

V H,0 se spermie kapra pohybovaly po dobu 30 s, v roztoku demembranacné-
reaktivacniho média nebyl pohyb zaznamenéan, v demembranacné-reaktivaénim médiu
s ATP byly spermie pohyblivé déle nez 5 min. Motilita a rychlost 15 s po aktivaci
byla 9,63% a 34, 82 ums' u nativnich vodou aktivovanych
a29,83% a 51,68 pm.s” u demembranovanych spermii.

Spermie jesetera malého byly v H,O pohyblivé po dobu 3 min,
v demembranacné-reaktivatnim  médiu s  TritonemX-100 se nepohybovaly
ani po ptidani ATP, proto byl upraven obsah detergentu. Bylo pouZito
demembranacné-reaktivaéni médium bez TritonuX-100:demembran¢né-reaktivacni
médium s Tritonem100 v poméru 3:1, zde doslo k aktivaci nizkého procenta spermii
(6,39 %), nasledny pohyb trval déle neZ 5 min. Motilita a rychlost 15 s po aktivaci
byla 4628% a 13555 pums' u nativnich vodou  aktivovanych
a 6,39% a 64,12 pm.s™ u demembranovanych spermii.

Prace potvrdila moznost demembranace jak u chrupavditych, tak i u kostnatych

ryb, pficemz pro zdarné vyuziti metody byla klicovym faktorem kvalita pouzitého
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spermatu a ptedchozi ovéfeni vhodnych podminek vzhledem ke studovanému druhu

a mistnim lokalnim podminkam.

Klicova slova: ATP, bicik, cytoplazmaticka membrana, demembranace, detergent,

Jjeseter, kapr, motilita, spermie ryb,
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11. Abstract

The Demembranation as a Tool to Study a Movement and Physiology of Activation

of Fish Spermatozoa

The aim of the thesis was the summarization of information
about the demembranation method as a means of study of the physiology of activation
and motility of fish spermatozoa. A simple demonstration of the method
is also presented.

The demembranation of fish sperm is a method, in which cytoplasmic membrane
(the phospholipid bilayer, which separate intercellular and extracellular environments)
is destroyed. A mild non-ionic detergent, TrintonX-100, was used in the study.

Common carp (Cyprinus carpio) as a representative member of Teleost fish
and sterlet as a member of Chondrostean (elasmobranch) fish were studied in the thesis.

Motility parameters of carp (time of motility, motility velocity, motility of live
spermatozoa) was tested at three media: in H,O, in demembranation-reactivating
medium and in demembranation-reactivating medium with  ATP.
The sterlet spermatozoa was tested in H,O, demembranation- reactivating medium
without TritonX-100 (but with ATP) and in demembranation- reactivating medium
with TritonX-100 and ATP.

Spermatozoa was motile for 30 seconds in H>O and for longer than 5 minutes
in the demembranation-reactivating medium with ATP. It was not motile at all
in the demembranation-reactivating  medium.  Motility and  velocity,
which was measured 15 seconds after activation, was 9.63 % and 34.82 um.s™' in native
spermatozoa activated by  the distilled ~ water and 29.83 %
and 51.68 pm.s™ in the demembranated spermatozoa.

The sterlet sperm was motile for 3 minutes in H,O. It was not motile
in the demembranation-reactivating medium with TritonX-100 and it was still immotile
when ATP was added. The composition of detergent was modified.
The demembranation-reactivating medium without TritonX-100 and demembranation-
reactivating medium with TritonX-100 at ratio 3:1 were used. A low percentage
of spermatozoa (6.39 %) was activated. The subsequent motion lasted for more

than 5 minutes. The motility and velocity, measured 15 seconds after the activation,
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were 46.28 % and 135.55 pm.s” for native sperm activated by distilled water
and 6.39 % a 64.12 um.s™' for demembranated spermatozoa.

The thesis confirms the possibility of demembranation of Teleost
and Chondrostean fish. The limiting factors for successful application of this method
were quality of spermatozoa and previous verification of optimal conditions for tested

species and local conditions.

Keywords: ATP, cytoplasmic membrane, carp, demembranation, detergent, fish sperm,

flagellum, motility, sterlet
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