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Abstract:

In the present work we study the possibility of measurment ATP content in inactive
fish sperm. The samples were measured after demembranation of the fish sperm
using the method of chemiluminscence by luciferin-luciferase. Light emission was
measured by TECAN Infinite 200 in the mode of luminscence. Content of ATP was
calculated and amount of ATP in nM to 10 sperm cells is shown in the result of the
work. For our work we chose Cyprinus carpio and Acipenser baeri as model
organismes.

key words: ATP, fish sperm cell, luciferin-luciferase

Abstrakt:

V predloZené praci studujeme mozZnost jak méfit obsah ATP v inaktivnim spermatu
ryb. Z odebranych vzorkt byl po demembranaci spermii méfen obsah ATP za pouziti
metody chemiluminiscence luciferin-luciferdzy. K méreni svételné emise byl pouZzit
pristroj TECAN Infinite 200 v médu méreni luminiscence. Vysledek méreni byl
zpracovan a podle néj vypoCten obsah ATP v nM na 10° spermii. Zjistény obsah
ATP pro kapra obecného (Cyprinus carpio) a jesetera sibifského (Acipenser baeri) je
uveden ve vysledcich prace.

klicova slova: ATP, rybi spermie, luciferin-luciferaza
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1 UVOD

Metody Tfizené reprodukce jsou stale vice vyuZivany pro zajiSténi dostatku
vackového plidku v pozadované kvalité. Produkce vackového plidku je pfimo
zavisla na dobré oplozenosti jiker a dostatecnd oplozenost jiker je nutna k tispéSné
inkubaci a odchovu vackového plidku. Vysokou oplozenost je mozZné zajistit pouze
dostatecnym mnoZstvim kvalitniho spermatu a spravnou technikou oplozeni (Linhart
et Pokorny, 1984). U nékterych druhti je mnozZstvi spermatu malé (lin, Stika, sumec)
a je tedy nutné chovat dostatecné mnozstvi kvalitnich chovnych samcii, nejen z
hlediska kvality priristku a stavby téla, ale také z hlediska dobré oplozovaci
schopnosti spermatu. Proto je nutné provadét kvalitativni zkouSky pohyblivosti,
koncentrace a moznosti uchovatelnosti (kryokonzervace) spermatu generacnich ryb.
Jakmile se spermie zacne pohybovat, mnohé faktory prostfedi postupné inhibuji
pohyb biciku, aZ pohyb uplné ustane. CoZ je zakladnim problémem umélého vytéru
ryb. Proto se zkouSi mnohé pro prodlouZeni Zivotnosti (motility spermii), naptiklad
dodanim energie pro pohyb bic¢iku ve formé ATP nebo zvySenim oxidativni
fosforylace spermii. Zkousi se také rizné druhy oplozovacich roztoki, vliv teploty a
jiné zmény prostfedi k docileni delSi pohyblivosti spermii. Pohyb bic¢iku neni ve
vSech fazich od doby iniciace stejné intenzivni a postupné s dobou pohybu klesa jeho
intenzita (Cosson et al., 1997). Pfi posuzovani pohyblivosti spermatu, hraje dileZitou
roli ATP, jakoZto primarni zdroj energie pro pohyb spermie. Experimentalni cast
bakalarské prace se zabyva metodou stanoveni ATP tdrovné u inaktivnich spermii

nékterych druhti ryb.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Faktory uspésné cesty spermie k vajicku a ATP

Pohyb spermii ryb je limitovan nasledujicimi faktory: primitivni strukturou spermii,
endogennim vyuZzZivanim kapacity substratu a kvantifikovanym metabolickym
procesem, ktery muZe zabezpecit optimalni pohyblivost spermii jen ve vhodném
prostfedi (Rodina, 2010). Obsah ATP v krcku spermie zde hraje jednu z klicovych
roli. Pohyblivost je zavisla jak na ATP, které je uloZeno v buiice spermie pred
iniciaci jejiho pohybu, tak na ATP syntetizovaném v pribéhu motility spermie
(Burness et al., 2005). U vétSiny ryb s vnéjSim oplozenim nedokaZe nasledna syntéza
ATP udrZet vysoké tempo hydrolyzy ATP, které je vyZadovano pfi pohybu spermie a
jako dtsledek troveri ATP rychle klesa (Yeates et al., 2007). Tento pokles ATP je
piimo roven poklesu frekvence kmitani bi¢iku a rychlosti pohybu spermie (Christen

et al., 1987; Perchec et al., 1998).

2.2 Spermie a potreba ATP

Kapfi spermie jsou neaktivni v semenné plazmé a nebo pokud jsou v roztoku o
vysoké osmolalité (>400 mosmol*kg?). Spermie kapra se zacinaji pohybovat, aZ
pokud jsou preneseny do sladké vody a nebo prostiedi s nizkou osmolalitou (<160
mosmol *kg'). Obsah ATP v buiice spermie je nejvyssi pokud k Zadnému pohybu
spermie nedoslo a to v imobilizacnim médiu o vySsi osmolalité (napr. 200 mM KCl,
Tris 30mM, pH 8.0) (Perchec et al., 1998). Po preneseni do prostfedi o niZsi
osmolalité se v dtsledku zmény rovnovahy iontli, spermie zac¢ind pohybovat
kmitanim biciku postupnym pohybem vpfed. SniZenim osmolality prostfedi (45 mM
NaCl, 5 mM KCI, Tris 30 mM, pH 8.0) nastava hromadny pohyb spermii a v
disledku toho jsou pocatecni zasoby ATP rychle spotfebovany. Rychlost kmitani

biciku je zavisla na teploté prostredi, ve spermii jsou katalyzovany bioenergetické



déje. Pri teploté 20°C obsah ATP ve spermiich rychle klesa, z 12 na 4 nmol/108
spermii, klesa rychlost pohybu spermii a také frekvence kmitani bic¢iku (Perchec et
al., 1998). Prenesenim spermii po nékolika minutach do imobilizacniho roztoku
(>300 mosmol*kg), pohyb spermii ustane a béhem 10 minut jsou spermie schopny
obnovit ATP aZ na trovenl 90% pocatecniho mnozZstvi (Perchec et al., 1998) viz.
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Graf 2.1 Srovnani obsahu ATP ve spermiich kapra po preneseni do imobiliza¢niho
roztoku. Vzristajici troven obsahu ATP u spermii po pridani imobilizacniho roztoku

(m), klesajici urovenn ATP u spermii v aktivacnim roztoku ((J)(Perchec et al., 1998).

MiiZeme tedy soudit, Ze se ATP vytvaii i béhem pohybu spermie (Perchec et al.,
1998). Vysoké energetické pozadavky ATP nejsou spermie schopny dlouhodobé
kryt, jak se tomu déje napr. u spermii savcich. V mitochondrii probihaji glykolitické
a oxidacni reakce za tvorby ATP. Pokles rychlosti spermie s frekvenci vinéni biciku
koresponduje s ubytkem koncentrace ATP. VyuZitelna energie pro potieby pohybu
biciku se tedy spotfebovava pouze z nahromadéné ATP v pohybovém aparatu biciku
pred zacatkem aktivace. Po zastaveni pohybu biciku je u spermatu kapra ptivodni

hodnoty obsahu ATP dosaZeno po 15 minutach, viz. Graf 2.1.



2.3 Druhové srovnani pohybu spermii

Délka pohybu spermii kapra a jinych kostnatych ryb po vypuzeni do vnéjsSiho
prostfedi neprekracuje 2 minuty, u jesetera sibifského 6 minut (Linhart, 2008). U
morskych druhti ryb se délka motility pohybuje okolo 30 minut, v kontrastu s délkou
pohybu spermii morské jezovky, kdy je doba pohybu aZ nékolik hodin (Gibbons,
1981). U moiské jeZovky je spotieba ATP kryta mitochondridlnim dychanim a
pohyb spermie je vyrazné delsi oproti spermiim ryb (Christen et al., 1982; Lee et al.,
1983), stejné tak u spermii savct (Jeulin et Soufir, 1992). U sladkovodnich ryb je na
rozdil od spermii savcti rychlé vycerpani ATP zpisobeno rychlym pohybem spermii
(u jesetera malého 250 pm*s?) (Psenicka et al. 2005) a vysokou frekvenci vInéni
bi¢iku. U pstruha duhového princip zastaveni pohybu spermii je jeSté o néco
pfed ukoncenim pohybu biciku neni intracelularni urovenn ATP vycerpana (zbyva
zhruba koncentrace 0,5 - 1 mM). Presto po 1 - 2 s dojde k zastaveni vInéni biciku.
Toto nahlé zastaveni koresponduje s vysokou drovni extracelularniho vapniku, které
zpusobuji sniZeni frekvence vinéni na nulu a intracelularni droven ATP je bez vyuZiti

odcerpana (Billard et Cosson, 1990).

24 Metabolizmus spemie

Kvalita spermatu je zavisla na mnoZstvi pohybujicich se spermii a délce trasy, kterou
je spermie schopna prekonat na cesté k vajiCku, tim vysSi bude pravdépodobnost
oplozeni, obzvlasté u ZivocCichli jako jsou ryby s vnéjSim oplozenim. K pohybu
spermie slouzi biCik, na jeho struktufe je zavisld schopnost pohybu vpred a bylo
dokazano, Ze rychlost a doba kmitani bic¢iku je zavisld na obsahu ATP v axonemé
bic¢iku. Demembranaci spermie detergentem (nejCastéji Triton X-100) a naslednou
reaktivaci pohybu pridanim ATP je frekvence kmitani bic¢iku prfimo zavisla na
koncentraci ATP (Gagnon et Laminarde, 2006). MnoZstvi ATP potfebné pro pohyb

spermie je rtizné v zavislosti na druhu ryby (Mansour et al., 2003; Casselman, 2006).



2.5 Funkcni stavba spermii ryb

Spermie chrupavcitych a kostnatych ryb s vnéjSim osemenénim maji jednoduchou
strukturu. Hlavni charakteristikou spermii chrupavcitych ryb je protahla hlavicka s
akrosomalni strukturou o délce 5-10pm, stfedni Casti o délce 1 pm s dvéma az deviti
mitochondriemi a bi¢ikem o délce 50-100 pm se zretelnym ukoncenim a viditelnym
lemem  (Dettlaf et al. 1993). Vajicka u chrupav€itych ryb maji nékolik
mikropylarnich otvorii napf. veslonosa amerického od 4 do 12 (Linhart et Kudo,
1997), kdeZto u kostnatych ryb se vyskytuje jeden mikropylarni otvor (Ginzburg,
1972). Kostnaté ryby maji primitivni strukturu spermii tzv. ,,aqua sperm“ (Jamieson,
1991). Hlavicka spermie je sféricka o délce 2 — 3 pum s absenci typického akrosomu,
pritomen je pouze rudiment akrosomu. Seminalni plazma neobsahuje pouze kationy
Na+, K+, Mg++, Ca++, ale také organické komponenty glycidy, proteiny, lipidy atd.
(Linhart et al., 1991). Spermie maji bunécné rezervy jako jsou fosfolipidy a
glykolipidy vyuZitelné v metabolismu (Linhart et al., 1995). Pohybovy aparat
spermie je predstavovan architekturou mikrotubuli v biciku, ktery nazyvame

axonema (Cosson, 1996).

2.5.1 Axonema

VInivym pohybem biciku je umoZnén postupny pohyb buiiky spermie vpred. Bicik
obsahuje dvé zakladni morfologicky rozliSitelné komponenty. Bazalni télisko
ukotvujici bi¢ik v burice a axonemu generujici pohyb (Klimes, 2009). Axonema ma
strukturu 9 + 2 (Alberts et al., 2002), stied tvoii dva singlety, okraj pak devét dubletti
mikrotubul@ (viz. 1.1), které probihaji celou délkou bic¢iku spermie (Inaba, 2003).
Zé&kladni schéma stavby axonemy je na Obr. 2.2. Z mikrotubuli vybihaji dvé fady
dyneinovych ramének. Vnéjsi raménko je ostfe zalomené, zatimco vnitini raménko
se ohyba smérem do stfedu axonemy pozvolné . Kolmo k mikrotubulu A jsou
umistény pevné proteinové struktury radidlnich spojek. Jejich hlavni funkci je
omezeni posunu mikrotubuli a prevod tohoto posunuti na ohnuti. Pfipojeni na

centralni Cast nejsou pevna. Vnéjsi dublety mikrotubulii jsou drZeny pohromadé
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pomoci obvodovych spojt, které jsou tvorené nexinem, jsou trvalé a elastické. Jejich
funkci je omezeni vétSiho posunuti mezi tubuly (Gibbons, 1981). Pohyb biciku je
vysledkem aktivniho klouzani mezi prilehlymi mikrotubuly axonemy, které je
pohanéno ATP pomoci mechanochemického cyklu dyneinovych ramének. Raménka
spojena s A tubulem interaguji s vazebnymi misty na B tubulu sousedniho dubletu.
Pohyb je koordinovan a omezovan pomoci radialnich spojek a nexinovych spojt ,

které prevadéji klouzani na ohyb (Gibbons, 1981).

Centalni jednoduchy
tubul

Plazmaticka
membrana

vnéjsi dynein
Vvnitfni dynein

MNexin

Radialni spojky

Subtubul A

Bazalni télisko

Obr. 2.2: Struktura axonémy a bazalniho téliska.
Zdroj: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Eukaryotic_cilium_diagram_en.svg,

upraveno.



2.5.2 Dynein

Na kazdém dubletu mikrotubuli jsou dva postranni vybézky, dyneinova raménka,
tvorena proteinem dyneinem. Dyneiny jsou motorové proteiny, které maji schopnost
Stépit ATP, provadéji hydrolyzu ATP, tj. dynein je ATPazou (Sladecek, 1981). Déli
se na dvé tfidy: cytoplazmatické a axonemalni. Cytoplazmatické slouZi pro pohyb
proteinovych komplext podél mikrotubul. Axonemalni poté slouzi k pohybu biciku,
konkrétné vytvareji posunuti mezi mikrotubuly, které je poté prevadéno na pohyb

(Klimes, 2009).

2.5.3 Mitochondrie

Mitochondrie je semiautonomni, membranou obalena organela, kterou lze nalézt u
vétSiny eukaryotickych bunék, v burice se jich miiZze vyskytovat nékolik stovek, ale i
sto tisic (Wikipedie: Mitochondrie, 15.2.2010). U kaprovitych ryb se mnoZstvi
mitochondrii v bufice spermie pohybuje od 2 - 10 a jsou lokalizovany nesoumérné ve
strednim oddilu, na rozdil od spermii savcti kde je mnoZstvi mitochondrii 75 - 100 a
priléhaji pfimo k biciku ve formé spiraly (Psenicka et al., 2006). U kapra a jinych
kaprovitych ryb je bi¢ik oddélen od mitochondrii cytoplazmatickym kanalem a
prenos ATP nejde pfimo od mitochondrii k axonémné bic¢iku (Billard, 1970). U
jesetera sibifského je po obvodu krcku spermie 3 - 6 miochondrii (Psenicka et al.,
2007), stfedni ¢ast kr€ku spermie jesetera sibifského znazorfiuje Obr 2.3. V procesu
bunécného dychani v mitochondrii vznikd energeticky bohaty adenosintrifosfat
(ATP) pouZivany jako zdroj energie pro potreby burky. Kratka doba pohybu spermii
ryb s vnéjSim oplozenim souvisi s nedostatecnou kapacitou oxidativni fosforylace

mitochondrii (Christen et al., 1987).



Obr 2.3 Krcek spermie jesetera
sibifského pod elektronovym mikroskopem; mitochondrie (M), bicik (F),
cytoplazmaticky kanal (CC) Zdroj: (Psenicka et al., 2007)

2.6 Glykolyza

Pii ejakulaci savci se spermie dostavaji do prostiedi i s mnozZstvim seminalni
plazmy. V semindlni plazmé jsou obsaZeny energeticky bohaté latky (glukoza,
frukt6za), které dale slouZzi jako zdroj energie pro syntézu ATP. Savci spermie se
diky takto pfiznivym podminkam mohou pohybovat v fadu hodin (Mukai and
Okuno, 2004). Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenasa-S (GAPDS) a pro
spermie specifické glykolitické enzymy, jsou odpovédny za vice nez 90% ATP
vytvarené v buifice spermie (Miki et al., 2004). Glykolyza je metabolicka draha, kdy z
molekuly glukézy vznikaji dvé molekuly ATP a NADH v cytosolu buiky
(Wikipedie: Glykolyza, 6.4.2010). GAPDS je pritomna v cytoskeletu mySich spermii
v okoli bi¢iku a je schopna kryt zadsoby ATP pro jeho pohyb, testy ukazaly, Ze
oxidativni fosforylace mitochondrii je pro zasobovani dyneinu ATP nevyznamna a
vyrfazeni genu pro expresi GAPDS, vede k neplodnosti (Miki et al., 2004). Spermie
pstruha duhového maji také enzymatické kapacity pro glykolyzu, pokud dojde k

iniciaci motility ve fyziologickém roztoku, troven ATP je schopna se obnovit,



nedojde k osmotické degradaci buriky, ale spiSe k vycerpani ATP a tim k ustani
pohybu bic¢iku, glykolyza neni schopna dlouhodobé kryt pocatecni zasoby ATP.
Glykolitické Stépeni cukrti probiha i v neaktivovaném spermatu (Lahnsteiner et al.,

1993).

2.7 Bioluminiscence

Bioluminscence, vydavani studeného svétla organismy za ucelem komunikace, je
dnes vyznamné vyuzivano k ziskavani informaci o procesech v Zivych buiikach a v
bioanalytickych metodach. Jednim z nejvice vyuZivanych a studovanych je reakce
luciferin-luciferasy, jeji vyuZiti je prevazné k detekci a kvantifikovani obsahu ATP v
zivych bunikach Princip bioluminiscence prameni ze schopnosti premény potencialni

energie chemickych vazeb na svétlo (Viviano et Ohmiya, 2006).

2.7.1  Obecny princip chemiluminiscence

Pfi chemiluminiscen¢ni reakci musi byt splnény tfi zakladni poZadavky:

*  Prireakci musi vznikat dostatek energie, aby doslo k excitaci elektront. Proto

musi byt reakce exotermni a obvykle je to oxidace.

* Musi existovat zpiisob jak tuto energii usmérnit do excitace elektrond.
Jestlize se chemickéa energie ztraci ve formé tepla jako obvykle, pak se

chemiluminiscence neobjevuje.

* Excitovany produkt musi byt schopny ztracet svoji energii bud ve formé
fotonu nebo ji prevadét na fluoreskujici slouCeniny. Pfima emise fotonu z

excitovaného produktu obvykle poskytuje kratké zablesky svétla, zatimco



transfer energie na fluoreskujici slouceniny se vétSinou projevuje jako

dlouhodoba (v minutach) svételna emise (Stern, 2000).

2.7.2 Reakce luciferinu

Reakce luciferin-luciferdzy je exotermni reakce. Luciferin je oxidovan, pres
peroxidovy meziprodukt na excitovany-oxyluciferin, ktery se postupné rozklada a
tim emituje svételné zareni, jako katalyzator je nezbytna luciferdsa (Viviano et

Ohmiya, 2006; Hastings et Morin, 1998).

Priibéh reakce vystihuje tato sumarni rovnice (21):

o luciferasa L
ATP + D — luciferin + O, » AMP + PP; + oxyluciferin + CO, +

svétlo (21)

2.7.2.1 Podrobny popis reakce luciferin-luciferazy

Nejprve katalyzator luciferdza aktivuje D-luciferin adenylaci za spotieby ATP.
Béhem druhé faze reakce luciferasa katalyzuje oxidaci luciferyn-adenilatu na
peroxidovy meziprodukt (dioxetanon), ktery se Stépi na oxid uhliCity a excitovany
oxyluciferin. P¥i rozkladu excitovaného oxyluciferinu vznika foton zelenoZluté barvy
viditelného svétla, uroven svételné emise je 88%, viz niZze Obr.2.4 a Obr.2.5

(Viviano et Ohmiya, 2006).

Aktivita luciferdzy zavisi na fadé parametrti vCetné: D — luciferinu, horecnatych
ionti, pufru (typ, koncentrace a pH), aktivatorech (napf. PPi), inhibitorech
(napf.analogy luciferinu) a pridatnych sloucenin s vlastnostmi lyofilizace nebo
stabilizace reagentti. Nizkd kvalita pfipravku D - luciferinu c¢asto obsahuje
inhibitory, které mohou ovlivnit svételnou emisi dokonce na drovenl pod 0,1%. S

vysokou kvalitou pfipravku D — luciferinu je optimum koncentrace okolo 0,4 mM.
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Koncentrace hotecnatych iont by méla byt v nadbytku oproti ¢asto
pridavanym chelatiim jako EDTA. S pridavkem 0,5 — 2 mM EDTA je zajiSténa
vysoka stabilita ATP roztoku. Optimalni koncentrace PPi je kolem 1 M, zatimco

vyssi koncentrace jsou inhibujici (DiviSkova, 2006; Lundin, 2000).

N N_-COOH
(D-iuciferin) '()_©:S>_<S + ATP
L PPi AMP-LIGASE
|
N N-COAMP
(Luciferyl-adenylate) - @S\HS

| oz

0-0
5
(Peroxy-intermediate) N\>_<,N B
0 S S
N/ GO2

N NOTF
(Oxyluciferin) [H_E::[‘><‘]/
0 S S
T
Oxyluciferi ) Dand
(Oxyluciferin) 0 ¢ g

Mg+2

 OXYGENASE

Obr.2.4 Schématicky popis biolumiscencni reakce katalyzované luciferasou.

Zdroj: VIVIANO, V.R.; OHMIYA, Y. Photoproteins in Bioanalysis. 2006
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Obr.2.5 Luminiscence luciferin-luciferdzy v zavislosti na koncentraci ATP ve

vzorku.

Zdroj: VIVIANO, V.R.; OHMIYA, Y. Photoproteins in Bioanalysis. 2006

2.7.3 Bioanalytické vzorkovani ATP luciferin-luciferazou

Reakce luciferin-luciferasy je vyuZzivana ke kvantifikovani obsahu ATP ve vzorku
(dolni hranice méfitelnosti 0,01 fmol), méfeni obsahu biomasy, mikrobialni
kontaminace v potravinach, hygienickych testech, k méfeni rychlosti obnovovani
krevnich desticek, nervili, svali a plasmy (Viviano et Ohmiya, 2006; Campbell,

1988).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentu je stanoveni energetického obsahu ATP v inaktivnim spermatu
generacnich ryb, pomoci bioluminiscen¢ni metody méfeni ATP s ohledem na rozdily
mezi samci v ramci druhu. Pro potfeby prace byl jako zastupce kostnatych ryb
zvolen kapr obecny (Cyprinus carpio) a jako zastupci chrupavcitych ryb jeseter maly

(Acipenser ruthenus) a jeseter sibitsky (Acipenser baeri).

3.1 Material a metody

3.1.1 Odbér vzorkii spermatu ryb

Odbér vzorkii spermatu probihal na VURH ve Vodiianech. K pokusu bylo pouZito

sperma generacCnich ryb jesetera malého, jesetera sibifského a kapra obecného.
3.1.1.1 Odbér vzorku jesetera malého a jesetera sibifského

Pét dni pred vytérem byly ryby preneseny do recirkulac¢nich nadrZzi v lihni, teplota
vody v nadrzi byla 14°C, spermiace mlicaki byla indukovéana jednorazovou davkou
kap¥i hypofyzy v davce 4 mg*kg™ vahy ryby. Odbér spematu se uskute¢nil 48 hodin
po hormonalni stimulaci k vytéru, sperma bylo odebrano pres urogenitalni papilu a

dale skladovano pri 4°C.
3.1.1.2  Odbér vzorku kapra obecného
Ryby byly ptred vytérem preneseny do recirkulac¢nich nadrzi v lihni a indukovany k

vytéru davkou kapii hypofyzy 2 mg*kg' vahy ryby. Po 24 hodindch bylo sperma

odebirano a uchovano pfi 4°C.
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3.1.2 Priprava vzorku k analyze
Odebrany vzorek spermatu se naredil neaktivujicim fedidlem, pro jeseterovité 1:50 a
ryby kaprovité 1:1000. K zjiSténi koncentrace spermii byla pouZita metoda vypoctu
pomoci Burkerovy komtirky a ¢ast vzorku byla po demembranaci spermii pouzita k
meéreni ATP na luminometru.
Chemikalie:
fyziologicky roztok s pridavkem KCIl (20mM KCl, 9% NaCl)

fixaéni médium (100 mM Tris, 4 mM EDTA, pH = 7,5)

luciferin-luciferaza

3.1.2.1 Zpracovani vzorku k analyze

1. Naredit sperma neaktivujicim redidlem, jeseterovité 1:200 a ryby kaprovité

1:1000 a vypocteme koncentraci spermii.

2. Zahtat ve vodni lazni, v kazdé zkumavce 5 ml fixa¢niho média (100 mM

Tris, 4 mM EDTA, pH = 7,5) na teplotu 95 °C.

3. Pridat 500 pl nafedéného spermatu, jednu nechat prazdnou = slepy vzorek.

4. Zahtivat 5 minut ve vodni lazni pfi teplototé 95 °C, poté zchladit.

5. Odstredit (10 min, pfi 5000 ot.).

6. Odebereme 1 ml vzorku do tfi zkumavek eppendorf.
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Vytvorime kalibracni fadu za pouziti vzorki ATP o znamé koncentraci,

zméfime svitivost a vypocteme kalibracni rovnici.

Na mikrotitracni desticku odpipetujeme vZdy 50 pl vzorku a 50 pl ATP

reagentu, zméfime svitivost a na zakladé kalibracni rovnice vypocteme

koncentraci ATP.

3.1.2.2  Vypocet obsahu koncentrace spermii

Naredit sperma fyziologickym roztokem, v poméru 1:200 u ryb

jeseterovitych a u ryb kaprovitych 1:1000

Provést odecCet poctu spermii ve Ctvercich Burkerovy komitrky o velikosti

0,1x0,2x0,2mm.

Podle koeficientu fedéni a velikosti ¢tvercii Burkerovy komtrky, provedeme

vypoCet konntrace na 10°spermii na ml spermatu.

3.1.2.3  Priprava kalibracni krivky

UrCeni ATP

Urceni ATP ve vzorcich bylo provadéno chemiluminiscencni metodou, presnéji ATP

analyza, na pfistroji TECAN Infinite M200 v mo6du méfeni lumiscence. Béhem

celého méteni se pouZival ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II firmy Roche.

Jedna sada kitu obsahovala (Roche, 2005):

ATP reagent — lyofilizovany reagent s luciferazou a luciferinem

ATP standard (10 mg ATP)
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Princip stanoveni ATP vystihuje rovnice Obr.2.4 popsana v kapitole 2.7.2.1.
Intenzita svétla je pfimo umérna mnoZstvi ATP. SloZeni reakcni smeési bylo

nasledujici:

1) 50 pl vzorku
2) 50 pl ATP reagentu

S jednim vzorkem se provedlo pét méfeni. Ze ziskanych hodnot se vypocitalo

mnoZstvi ATP ve vzorku podle kalibracni krivky.

Urceni kalibracni rovnice

ATP standart se naredil destilovanou vodou a vypocetla se koncentrace ATP na
zakladé mnoZstvi vody a obsahu ATP, takto ziskany standart o znamém obsah ATP
se 1000x naredil a dale podle poZadované koncentrace pro sestrojeni kalibracni

kiivky (viz.Tab.3.1)

po naredeni
1000x jesté x
krat ul predredéného ATP ul pufru
1000 1 999
500 3 997
200 5 995
100 10 990
50 20 980
25 40 960
17 60 940
13 80 920
10 100 900

Tab.3.1 Pomér fedéni ATP pro sestrojeni kalibracni kfivky.
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Ziskané hodnoty svitivosti ke koncentraci logaritmicky prevedeme a sestrojime
kalibracni kfivku a vypocCteme kalibra¢ni rovnici. Na zékladé kalibracni rovnice,
vypoCteme mnozstvi ATP ve vzorcich spermii ryb, prevedeme dle koncentrace na

nmol ATP pro 1*10° spermi.

3.2  Vysledky

3.2.1 Hustota spermatu ryb

Ke zjiSténi hustoty spermatu byla pouzita Burkerova komtrka (viz. 3.1.2.2.),

naméfené hodnoty jsou uvedeny niZe, pro jeseterovité Tab.3.2 a kaprovité Tab.3.3

&islo vzorku | evidengni &islo ryby | koncentrace spermii v 10%*ml* |
Acipenser ruthenus

1 4030 14,1

2 4035 13,1

3 bez znacky 2,9

4 4021 1,9

Acipenser baeri

5% 2113 54

6% 2106 2

7% 2108 1,1

8 2106 9,6

9 2108 6.8

10 2113 9,4

* jednalo se o druhy odbér spermatu stejnych ryb po dvou dnech

Tab.3.2 Hustota spermatu zastupci jeseterovitych v 10° spermii / ml ( * jednalo se o

druhy odbér spermatu stejnych ryb po dvou dnech)
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Cislo vzorku | evidentni €islo ryby | koncentrace spermii v 10%*m]!
1 1025 33,5
2 6903 40,38
3 4980 138,75
4 4255 191,25
5 5977 121,25
6 4266 207,5

Tab.3.3 Hustota spermatu kaprovitych v 10° spermii / ml (Cyprinus carpio)

Hustota spermatu se pohybovala u jesetera malého 2-14*10° spermii na mililitr
spermatu, u jesetera sibifského 1-10*10°.. Hustota spermatu u ryb jeseterovitych se
pohybuje od 1,4 — 75,5%10° spermii na mililitr spermatu (Ginzburg, 1972) a u
jesetera sibifského 0,5-5*10° (Gallis et al., 1991). S tim, Ze koncentrace spermatu je
vyssi s prodluzujici se dobou hormonalni stimulace (Williot et al., 2000). Hustota
spermii kapra byla v rozmezi od 33,5 do 207,5*10° spermii / mililitr. Kapfi sperma je
vysoce koncentrovano 40-300*%10° spermii ml™* a velice visk6zni (Perchec et al.,

1995).

3.2.2 Priprava ATP standardu a vypocet kalibracni rovnice

Po smiseni 10,4mg ATP standardu (Mm = 605,2 g*mol™) a 1,0003 ml destilované

vody, jsme ziskali ATP standard o finadlni koncentraci 17,18 mmol*1™.

Vypocet kalibracni rovnice byl proveden na zakladé metody popsané v kap 3.1.2.3..

Primér namétenych hodnot je uveden niZe v Tab.3.4 a grafické znazornéni Obr.3.1,

na zakladé téchto hodnot byla vypoctena kalibra¢ni rovnice (31).
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po naredéni
1000x jesté x
krat finélni koncentrace mmol  |log(x) findlni koncentrace |svitivost log(x) svitivosti
1000 17,18 1,24 110124,4 5,04
500 34,36 1,54 253146,4 54
200 85,90 1,93 497741,0 5,7
100 171,79 2,24 924099,4 5,97
50 343,58 2,54| 1807884,2 6,26
25 687,17 2,84| 3264795,0 6,51
17 1030,75 3,01| 4611535,0 6,66
13 1374,34 3,14/ 5501045,6 6,74
10 1717,92 3,24|  6816546,2 6,83
Tab.3.4. Naméfené hodnoty svitivosti ATP standardu.
f(x) =1,13x — 4,53 (31)

log koncentrace mmol/L

Kalibraéni kfivka

log svitivosti

Obr.3.1 Zavislost svitivosti na obsahu ATP.
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3.2.3 Namérené hodnoty luminiscence a obsahu ATP

3.2.3.1 Obsah ATP pro zastupce kaprovitych

Svitivost kaZzdého vzorku byla v médu luminiscence pétkrat promérena Tab.3.5,
ukazka protokolu méfeni viz. Kapitola 5 Prilohy, primérné hodnoty méreni jsou
uvedeny v Tab.3.6, koncentraci ATP vypocteme podle vzorce (32), provedeme
korekci na obsah ATP v médiu. Tfi hodnoty obsahu ATP ve spermatu pro kazdou

rybu, jsou uvedeny v Tab.3.7.

Cycle Nr. 1 2 3 4 5
Time [s] 0 52,2 104,4 156,5 208,7
Temp. [° C] 30 30 29,7 29,8 29,8
2617 2672 2712 2687 2622

117275 121344 123411 124154 123768

148313 154133 157259 158209 158041

542553 563481 573506 575828 574702

358753 376256 384240 387753 387414

424172 442941 451990 453342 451705

704152 733906 744510 747326 743629

Tab.3.5. Naméfené hodnoty svitivosti pro prvni sadu vzorki: E1= slepy vzorek

y — 10 (1,13 x log svitivosti — 4,53) (32)
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hodnota namérené svitivosti
vzorek €. 1. |vzorek €.2 |vzorek ¢.3

Cislo vzorku | evidenc¢ni €islo ryby

1 1025 121990,4 111244, 119311,2
2 6903 155191 210889,6) 149033,4
3 4980 566014, 470835,6/ 493160,2
4 4255 378883 785865,6/ 494369,6
5 5977 444830 335943  412032,4
6 4266 734704,6/ 790980,8  690185,4

Tab 3.6. Primérné hodnoty svitivosti, vZdy péti méfeni luminiscence daného

vzorku.

Obsah ATP v médiu (slepy pokus) se rovnal primérné svitivosti 2687 a odpovidal

koncentraci 0,22 nM*1™.

Cislo vzorku | evidencni Cislo ryby obsah ATP v nM na 10° spermji
vzorek €. 1. |vzorek €.2 |vzorek ¢.3 |Prumér hodnot
1 1025 5,571 5,012 5,431 5,34
2 6903 6,090 8,645 5,814 6,85
3 4980 7,738 6,278 6,617 6,88
4 4255 3,562 8,160 4,820 5,51
5 5977 6,734 4,894 6,173 5,93
6 4266 6,959 7,567 6,482 7

Tab.3.7. Obsah ATP v nM na 10° spermii pro zastupce kaprovitych
Obsah ATP ve spermiich kapra obecného pred zacatkem aktivace spermii je 6,25 +

0,9 nM*10° spermii, coZ je hodnota dvakrat nizsi nezZ 12 nM*10° spermii uvadéna

(Perchec et al., 1995).
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3.2.3.2 Obsah ATP pro zastupce jeseterovitych
Pred mérenim obsahu ATP ve vzorcich spermatu jeseterovitych ryb byla zjiSténa
kalibra¢ni rovnice (viz. 9.2), funkce (33) a vypocet proveden podle rovnice (34), s
korekci na obsah ATP v médiu.
f(x) = 1,09x — 3,89 (33)

y — 10 (1,09 x log svitivosti — 3,89) (34)

Obsah ATP v médiu (slepy pokus) se rovnal primérné svitivosti 1530 a odpovidal

koncentraci 0,38 nM*]™.

Hodnoty luminiscence vzorki pro zastupce jeseterovitych uvadi Tab 3.8, a obsah

ATP v nM na 10° spermii Tab 3.9.

¢islo vzorku \ evidencni €islo ryby hodnota naméfené svitivosti
Acipenser ruthenus vzorek €. 1. \ vzorek €.2 \ vzorek ¢.3
1 4030 152218 157385 166408
2 4035 125217 139907 156148
3 bez znaCky 29408 25541 22953
4 4021 81445 100841 102348
Acipenser baeri
5* 2113 194527 344525 365025
6* 2106 74045 72171 81195
7* 2108 36583 38280 34872
8 2106 202158 212270 209784
9 2108 208184 204875 220642
10 2113 46817 37390 34775

* jednalo se o druhy odbér spermatu po dvou dnech od stejnych ryb

Tab 3.8 Primérné hodnoty svitivosti, vZdy péti méfeni luminiscence daného vzorku

pro zastupce jeseterovitych.
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| Eislo vzorku

| evidentni Eislo ryby

obsah ATP v nM na 108 spermi

Acipenser ruthenus vzorek&. 1. | vzorek€2 [ vzorek &3 [Primér hodnot
1 4030 2,210 2,293 2,437 2,31
2 4035 1,931 2,180 2,459 2,19
3 bez znacky 1,941 1,654 1,464 1,69
4 4021 1,319 1,669 1,696 1,5
Acipenser baeri
5 2113 7,561 14,125 15,045 12,24
6 2106 7,066 6,931 7,822 1,21
I4 2108 5,866 6,172 5,559 5,87
8 2106 4,436 4,680 4,620 4,58
9 2108 6,467 6,355 6,892 6,57
10 2113 0,904 0,703 0,649 0,75

* jednalo se o druhy odbér spermatu po dvou dnech od stejnych ryb

Tab 3.9 Obsah ATP v nM na 10° spermii pro zastupce jeseterovitych. ( * jednalo se

o druhy odbér spermatu stejnych ryb po dvou dnech)

U spermii jesetera malého (Acipenser ruthenus) byl naméfen v neaktivovaném

spermatu obsah ATP 1,95 + 0,35 nM*10° spermii a jesetera sibifského (Acipenser

baeri) byla koncentrace ATP 4 + 3,2 nM*10° spermii a po dvou dnech od prvniho
odbéru 8,5 + 3,8 nM*10° spermii.
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3.3 Diskuse

Obsah ATP v buiice neni staly, ale je ovliviiovan napt. strukturou burky, stadiem
ristu a rastovou teplotou. Stanoveni obsahu ATP ve spermatu ryb navazuje na
metodu mikroskopického posouzeni pohyblivosti spermii, z hlediska procentudlni
pohyblivosti spermii a charakteru jejich pohyb. Na obsah ATP ve spermatu ma vliv
teplota pri tfeni ryb a teplota pfi skladovéani spermatu. Cim vyssi je teplota pfi téen,
tim vySsSi je obsah ATP a ¢im delsi je skladovani a ¢im vyssi teplota, tim niZsi obsah
ATP, nejlip konzervovano je ATP, kdyZ jsou spermie uchovavany v glycerolu
(Sadeghi et al., 2009). Hustota spermatu se pohybovala u jesetera malého 2-14*10°
spermii na mililitr spermatu, u jesetera sibifského 1-10*10% coZ odpovidalo
hodnotdm uvadénych v literatufe (Ginzburg, 1972; Gallis et al., 1991). Hustota
spermii kapra byla v rozmezi od 33,5 do 207,5*10° spermii / mililitr, hodnota shodna
s literaturou, kdy kapii sperma je vysoce koncentrovano 40-300*10® spermii ml™ a
velice viskézni (Perchec et al., 1995). Z provedeného pokusu lze soudit, Ze na obsah
ATP ve spermiich ryb ma vliv také kondice ryb a cas odbéru, zralost spermii k
vytéru. Vyznamny rozdil mezi obsahem ATP kaprovitych a chrupavcitych ryb se
nepotvrdil, u jeseterovitych ryb vSak byla zaznamena vysoka nevyrovnanost obsahu
ATP u jednotlivych ryb a jednotlivych vytérd ryb; coz vSak miZe souviset s
nevhodnosti pouZité metody pro méfeni obsahu ATP u spermii jeseterovitych.
Celkové mnozstvi spotiebované ATP od zacatku do konce pohybu, mtze také
souviset s enzymatickou kapacitou bunky pro glykolyzu, mnohem spiSe nez s
kapacitou oxidativni fosforylace mitochondrii (Miki et al., 2004). V tomto ptipadé by
pohyb spermii mohl byt ovlivnén obsahem glukézy v seminalni plazmé. Vypocteny
obsah ATP ve spermiich kapra obecného pred zacatkem aktivace spermii byl 6,25
nM*10° spermii, coZ je hodnota dvakrat nizsi nez 12 nM*10° spermii uvadéna
(Perchec et al., 1995). U spermii jesetera sibifského byla primérnd hodnota
koncentrace ATP 6,21 nM*10° spermii. Zadny rozdil v obsahu ATP ve spermiich

kaprovitych a zastupce jeseterovitych ryb nebyl zaznamenan.
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3.4 Zavér

Prace prinasi literarni prehled o funkci ATP v buiice rybi spermie, konkrétnéji se
zabyva castmi spermie, kde se ATP bud'to spotfebovava a nebo miZe vytvaret.
Experimentalni cast prace se zabyva moznostmi vyuziti chemiluminiscencni metody
na urceni obsahu ATP v rybich spermiich Cyprinus carpio, Acipenser baeri. Resil se
metodicky postup a pouZitd metoda pro stanoveni ATP ve spermiich ryb, po
porovnani s autory 1ze metodu chemiluminiscence oznacit za vhodnou pro stanoveni

obsahu ATP u spermii kaprovitych ryb.
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4 Prilohy

4.1 Ukazka protokolu méreni pro zastupce kaprovitych, pristroj
TECAN
Application: Tecan i-Control Tecan i-Control , 1.4.5.0
Device: infinite 200 Serial number: 710005433

Firmware: V_2.02_11/06_InfiniTe (Dec 13 20(MAI, V_2.02_11/06_InfiniTe (Dec 13 2006/16.

Date: 22.7.2009

Time: 14:56:01

System KOLAROVA

User KOLAROVA\Jitka

Plate Nunclon 96 Flat Bottom White Polystyrol Lum

Plate-ID (Stacker)

Label: Labell

Kinetic Measurement

Kinetic Cycles 5
Interval Time Minimal

Mode Luminescence
Attenuation NONE
Integration Time 5000 ms
Settle Time Oms
Part of Plate E1-E7

Start Time: 14:56:21

1 2 3 4 )

0 52,2 104,4 156,5 208,7

30 30 29,7 29,8 29,8
2617 2672 2712 2687 2622

117275 121344 123411 124154 123768
148313 154133 157259 158209 158041
542553 563481 573506 575828 574702
358753 376256 384240 387753 387414
424172 442941 451990 453342 451705
704152 733906 744510 747326 743629

End Time: 15:00:43
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5 Seznam pouzitych zkratek

ATP adenosintrifosfat

AMP adenosinmonofosfat

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctovou

GAPDS glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenasa-S
Mm molekularni hmotnost

NADH nikotinadenindinukleotid

PP; pyrofosfat

Tris Tris(hydroxymetyl)aminometan
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