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Obecne w plazmie nasienia zwierzat tzw.
okrywowe antygeny plemnika, wykazane po
raz pierwszy przez Weila i wsp. (18), sa wyni-
kiem funkcji wydzielniczej dodatkowych gru-
czotow plciowych (19, 20). Antygeny te posia-
dajg specyficzno$¢ tkankows (4, 10), osobnicza
(6) oraz specyficznosé grup krwi (2).

Zarbéwno antygeny plemnika, skupione gléw-
nie w akrcsomie (16), jak i antygeny plazmy
nasienia mogg powcdowaé powstawanie spe-
cyficznych przeciwceial, gltownie typu spermo-
aglutynin i spermoprecypityn (13) oraz prze-
ciwcial wiazacych komplement i spermoopso-
nin (17). Przeciwciatla te, powstajace zwtaszcza
w stanach patologicznych uktadu rozrodczego,
wywoluja zjawisko tzw. autoimmunizacji sam-
cow (3, 9, 10, 22).

Szereg antyvgendw nasienia zwierzat posiada
wlasciwosei biatek enzymatycznych (1, 15).
Stad zapewne zmiany aktywnosci niektérych
enzymow, a posrednio metabolizmu nasienia,
moga miedzy innymi wynika¢ z procesdéw
immunologicznych zachodzacych w ukladzie
rozredczym samea lub mogg te procesy powo-
dowac.

Dlatego celem niniejszej pracv byla proba
okres$lenia wtasciwosei immunogennvch 5’-nu-
kleotydazy izolowanej z plazmy nasienia tryka.

Material i metody

Izolacji enzymu dokonano z plazmy nasienia tryka
wedlug metodyki podanej przez Heppela 1 Hilmoe
z pewnymi modyflikacjami wlasnymi. Stopien oczysz-
czenia izolowanego preparatu enzymu sprawdzono
metoda elektroforezy na zelu poliakrylamidowym
wedlug Daviesa.

Immunizacje krélikéw rasy bialtej dunskie], wyrdéw-
nanych pod wzgledem wieku i wagi, wykonano z za-
stosowaniem pelnego adjuwantu Freunda produkeji
Biomed. Preparat enzymu o zawartoSci 4,8 mg hialka
na 1 ml i aktywnosci wilasciwej 1,870 umoliP/mg biat-
ka 15 min., mieszano z odpowiednig objetoscig pelnego
adjuwantu Freunda. Dokonano 4 iniekeji, w odste-
pach siedmiodniowych, wedlug nastepujgcego sche-
matu:

I iniekcja (pcdskérnie, wzdiuz linii grzbietowej) —
0,5 ml roztworu enzymu w 0,85% NaCl i 0,5 ml pel-
nego adjuwantu Freunda.

II i IIT iniekcja (domieSniowo) — 0,5 ml roztworu
enzymu w 0,85% NaCl rozcieticzonego dodatkowo
0,85% NaCl w stosunku 1:1 i 0,5 ml pelnego adjuwantu
Freunda.

1V iniekcja (dozylnie) — 1 ml rozcieficzonego enzy-
mu 1:1 i 0,5 ml pelnego adjuwantu Freunda.

Kroliki grupy kontrolnej otrzymywaly zamiast pre-
paratu enzymu odpowiednie ilo§ci 0,85% NaCl zmie-
szane z adjuwantem Ireunda. Surowice odporno$cio-
wg ofrzymano z krwi pobranej poprzez punkcje do-
sercowg po 7 dniach od ostatniej iniekcji. Do badan
immunologicznych zastosowano metode podwéjnej dy-
fuzji zelowej wedlug Ouchterlony oraz metode im-
munoelektroforezy na agarze. Dokonano réwniez ob-
serwacjl wplywu surowicy odpornosciowej na aktyw-
nos$¢ 5-nukleotydazy.

Wyniki

Stosujge wyzej opisany schemat immunizacji udalo
sie otrzymaé anty-surowice zawierajgcy przeciwciala
wobec izolowanej z plazmy nasienia 5’-nukleotydazy,
ktére wykazano metodsg dyfuzji zelowej (ryc. 1) oraz
immunoelektroforezy (ryc. 2). Widoczny na ryc. 1 wy-
razny tuk precypitacyjny wskazuje na obecnoéé jed-
nej determinanty antygenowej enzymu.

£

Ryc. 1, Iimmunodyfuzja wg Ouchterlony w ukladzie antysuro-
wica — preparat 5'-nukleotydazy.

(centralny zbiorniczek — antysurowica, zbiorniczki zewnetrz-
ne — roztwoér enzymu w 0,85% NacCl)

Natomiast ekstrakt plemnikéw tryka (przemytych
kilkakrotnie 0,85% NaCl) i plazma nasienia dawaly
z anty-surowicg odpowiednio jeden oraz trzy uki
precypitacyjne (dwa intensywne i jeden staby) (ryc. 3,
ryc. 4). Uklad linii precypitacyjnych wskazywalby na
zgodnos¢  antiygenowa 5 -nukleotydazy  ekstraktu

plemnikéw oraz antygendéw plazmy nasienia.
Nalezy nadmienié, ze w przypadku ekstraktu plem-
linii

nikéw, powstawanie jednej precypitacyjnej w

Ryec. 2. Immunoelektroforeza plazmy nasienia tryka z zasto-
Sowaniem antysurowicy wobec 5'-nukleotydazy.
(zbiorniczki startowe — plazma nasienna tryka)
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e »g'i&z Tab. 1. Wplyw antysurowicy na aktywnosé
i g ~ ©-nukleotydazy =
Aktywno$é wzgledna
. ) Mg biatka (tmole P/mg biatka o
SUrowi- enzymu) h mow-
: cy/ml : n(ija .
proby surowica antysu-
normalna ‘ rowica |
R 3. L 'm_&a-; ja Wg. -I(-)uchterloni; w ukladzie antysu b8 Tst97 1 [ 0
Cc. . mmunodyituzj /Su- o
v rowica — plazma nagienia tryka. 1’19 "-'J'Z} 6’659 12
(centralny zbiorniczek — antysurowica, zblorniczki zewnetrz- 2,75 7,058 5,806 18
ne — plazma nasienna tryka) 5,50 7,229 5,691 21

reakcji z anty-surowicg, dowodzitoby o obecnosci na
blonie plemnika (z ejakulatu) stosunkowo silnie zwig-
zanego antygenu o aktywno$ci 5'-nukleotydazy, obec-
nej w plazmie nasienia.

Agaroforeza plazmy nasienia tiryka i1 nastepnie
immunodyfuzja (ryc. 2) wskazywalyby na istnienie
antygenéw plazmy o aktywno$ci 5-nukleotydazy w
obrebie gamma-globulin oraz w obrebie albumin.
Byloby wigc to zgodne z uzyskanym rozdziatem ele-
kiroforetycznym preparatu enzymu na zelu poliakry-
lamidowym, gdzie wyraznie dominuje pasmo w ob-
rebie gamma-globulin oraz wystepuje pasmo mniej
intensywne w obrebie albumin.

Wyniki badan wplywu anty-surowicy na aktyw-
nos¢ 5H’-nukleotydazy przedstawiono w tab. 1. Jak
wynika z tabeli ze wzrostem iloSci bialtka anty-suro-

-

Ryc. 4. Immunodyfuzja wg Ouchterlony w ukladzie antysu-
rowica (centralny zbiorniczek) — (zewnetrzne zbiorniczki)
1 — plazma nasienna tryka

2,4 — ekstraki plemnikéw przemytych kilkakrotnie 0,85%NacCl
3 — izolowany preparat 5’-nukleotydazy

0

® ©

~

Jamoles P, /mg/{5min

(=]

(&

055 110 275 350
mgq serum prolein /ml
01 Moly-NoOH pH 89, 2mM NgCly, 2mM 5-AMP. 0,17 mg
prolun/ml reaclion mixture; o-mormal serum and e-
antiserum

Ryc. 5. Graficzny przebieg spadku aktywnosei 5-nukleoty-
dazy traktowanej antysurowics oraz surowicg normalng
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0,1 M bufor glicynowy pH £.8; 2 mM MgCl,, 2 mM 5-AMP;

0,17 mg bialka enzymu/ml proby.

wicy aktywno§é enzymu spadala. Graficzny przebieg
spadku aktywno$ci enzymu przedstawia ryc. 5. Przy
stosunku bialka enzymu do biatka anty-surowicy
w mieszaninie inkubacyjnej 1:32 aktywnosé enzymu
byla o 21% nizsza w poréwnaniu z aktywno$cig ozna-
czong w obecnofci surowicy normalnej.

Nalezy podkres$lié, ze juz przy stosunku obydwu
bialek 1:6 aktywno$¢ enzymu obnizala sie o 12%.
Dyskusja
Meski uklad rozrodczy posiada dwa nieza-
lezne systemy antygenowe wywolujgce powsta-
wanie specyficznych przeciwcial. Jeden z nich
to system antygenowy jader, najadrzy i plem-
nikéw, ktory w warunkach do$wiadczalnych
powoduje zjawisko aspermatogenezy i zapale-
nie jader (16, 17). Drugi system antygenowy
(obecnie intensywnie badany) dotyczy specy-
ficznie tkankowych antygenéw gruczotu kroko-
wego, pecherzykdw nasiennych oraz ich wy-
dzielin, wchodzacych w sklad plazmy nasienia

zwierzat.

Obecnie uwaza sie, ze odkryte przez Weila
i wsp. (18) okrywowe antygeny plemnika po-
chodzg z dodatkowych gruczoléw plciowych,
bowiem anty-surowica wobec pelnego nasienia,
plazmy nasiennej i przemytych plemnikéw jest
identyczna z anty-surowicg wobec komponen-
téw plazmy nasienia (2). Antygeny te obecne
sa w plazmie nawet w przypadkach azoosper-
mii (18).

Szczegdlnie interesujgce sg badania immuno-
logiczne nad gruczolem krokowym i jego wy-
dzielinami (4, 12, 21). Stwierdzono mianowicie
dwa antygeny wyvstepujace w tym gruczole, z
ktérych jeden posiada aktywnosé kwasnej fos-
fatazy 1 5’-nukleotydazy. Autoprzeciwciala sa
wywolane przez mniej intensywny antygen
(12).

Ostatnio Shulman i Orsini (11) wyvkazali w
plynie pecherzykéw nasiennych $winki mor-
skiej kilka komponentéw biatkowych spos$rdd
ktérvch jeden posiada wtasciwosei antygenu o
duzej specyficznosci tkankowej. Autorzy stwier-
dzili réwniez, Zze autoprzeciwciala produko-
wane przez ten komponent powodujg stan za-
palny pecherzykéw nasiennych. Natomiast Hek-
man i Rlimke (4) w pltynie pecherzykéw nasien-
nych czlowieka stwierdzili obecno$é biatka
wiazacego zelazo., podobnego do laktoferyny.
Boettcher (2) podobne biatko nazwal scaferring
(sca-sperm coating antigens).

W dostepnym piSmiennictwie jest stosunko-
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wo niewiele danych o wlasciwosciach antyge-
nowych bialek enzymatycznych plazmy nasie-
nia. Veselsky i Kubek (15), metoda elektrofore-
zy, wykazali w plazmie nasienia buhaja 1—2
antygeny o aktywnosci hydrolaz estrowych.
Enzym 5'-nukleotydaza plazmy nasienia jest
syntetyzowany u zwierzal przez pecherzyki na-
sienne. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja
na antygenowe wilasciwosei tego enzymu. 5'-
nukleotydaza plazmy nasiennej tryka nalezy
do antygenéow plazmy oraz tzw. okrywowych
antygenow plemnika. W plazmie nasiennej wy-
stepuja 2—3 antygeny o aktywnosci 5’-nukleo-
tydazy, za$ na powierzchni blony plemnika je-
den antygen. Nalezy nadmieni¢, ze nasze
wstepne badania na ekstraktach plemnikow z
najadrzy oraz ekstraktach, uzyskanych z jader
trylka z zastosowaniem anty-surowicy wobec
5-nukleotydazy plazmy nasienia, wykazaly
brak lukéw precypitacyjnych w reakeji immu-
nodyfuzji zelowej, mimo stwierdzonej aktyw-
no$ci enzymu w obu preparatach. Wskazywa-
loby to na specyficznos¢ tkankowa izolowanego
enzymu oraz na to, ze plemniki nabywaja
aktywnosé antygenowa 5-nukleotydazy po zet-
kni'{gciu sie z wydzielinami gruczoltéw dodatko-
wych. )
Anty-surowica wobec enzymu pOWOdL.l](:’
zmiane jego aktywno$ci. Uzyskane wyniki
wskazuja na reakcje hamowania. SI‘.Osunkqwo
niewiele prac dotyezy wplywu spermoprzeciw-
cial na metabolizm plemnikow. Miedzy innymi
Metz (8) oraz Uzunow (14) wykazali zjawisko
hamowania oddychania plemnikéw przy ich
inkubacji z anty-surowica. Nieco mniejsze ha-
mowanie oddychania plemnikow stwierdzil
Uzunow w przypadku zastosowania w miesza-
ninie inkubacyjnej surowicy normalnej. Po-
dobne zjawisko hamowania aktywnoéc@ 5'-nu-
kleotydazy przez anty-surowice i surowice nor-
malna stwierdzono w niniejszej pracy. .
Mozna przypuszcza¢, ze podczas inkubacji
anty-surowicy zizolowanym enzymem przeciw-
ciala wywieraja wplyw na miejsce allosterycz-
ne enzymu, a tym samym dochedzi do zmiany
specyficznogei substratowej. Podobne wnioski
wysunal Lehmann (7) oraz Isohashi i wsp. (5)
badajze immunogenne wlasciwosci enzymu de-
hydrogenazy glutaminianowe] watroby ‘ czlo-
wieka oraz dehydrogenazy jablczanowe] wa-
troby szczura. ] )
Tym niemniej mechanizm dzialania przeciw-
rial na aktywno$é enzyméw, zwlaszcza W przy-
padku enzymoéw ukladu rozrodczego, nie jest
jeszeze wyjasniony. Wyjasnienie tego mecha-
nizmu pozwoli moze na okreslenie przyczyn
niektérych choréb meskiego ukladu rozrod-

czego.
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Crimiexxerk E., Bomoc A. T'nboroeekmn f.: Buoxmummuec-
KHe NapaMeTphl NMPUMEHAEMELIE B OIEHKEC KaueCTBa ce-
MeHM CeIbLCKO-XO03AICTBeHHLIX KUBOTHBIX. V. Mmmy-
HOTeHHbI€ CBOICTBA 5-HYKJICOTHMAA3BI MIA3MBI CEMCHM
Gapana.

IlpoBenu ¢ mnOpvMEHEHMEeM TIIOJIHOTO AaAbIOBaHTA
DpeyHIa MMMYHUBAUIO KPOJIMKOB IIPEIIAPaATOM 5-HY-
KJeoTnaas3bl, IPUTOTOBJIEHHBIM U3 MJIA3MLI CeMeHM 6a-
pana. IlpucyrcTBre NPOTMBOTEN AN 5-HYKJIEOTUIAZLI
yCTaHOBMIIM Mo Mertony VYxTepiouyu (Ouchterlony) n
arapoBoro MMMyHoeJsieKTpodope3a., YCTaHOBMIAM TO-
e, 4TO 2—3 aHTHUTeHa NNa3Mbl Hapana MMeET 5-Hy-
KJEOTUHABHYI0 AKTUBHOCTL, a MOJYYeHHBbIe U3 3AKYJIA-
Ta ¥ TIPOMBITBIE JKMUBUMKM ITPOABIAIOT TIPYICYTCTBUE
TOJIBKO OAHOTO WMMEIOIEro TaKyHXKe SH3UMMATUICCKYIO
aKTUMBHOCTBL QHTUTeHa. ABTOpP TOJIaraeT, UTO 5-HYKJIEO-
THa3a saBndercAd omeuMpUMIECKMM TKAHEBBIM AHTUIe-
HAM CEeMEHHBIX Iy3LIPKOB GapaHa M NPUHANIERKUT K
YUCIY AHTUI'EHOB OOOJIOYKM MKMBUMKOB 9STOTO KMBOT-
Horo. CBIBOPOTKA TPOTUE 5-HYKIEOTHAA3BI 3amepIKiu-
BaeT JeJICTBME 3TOTO SH3MMAa. [IpM npomopuun GeJaKoB
9H3MMa K OeJlKaM CBIBOPOTKM B MHKYOMPOBAWHONM cMe-
o 1:6 aKTMBHOCTb 5-HYKJIEOTHMZA3bl TIOHMIKAETCA Ha
12%, a mpu 1:32 — ma 21% B cpaBHeHMM K aKTUBHOCTHU
9H3MMA YCTAHOBJEHHON © TIPUCYTCTBUM HOPMAILHON
ChIBOPOTK,

Strzezek J., Wolos A., Glogowski J. — The use of
biochemical indices to evaluate the quality of semen
in domestic animals, V. Immunogenic properties of
5° — plasma nucleotidase of the ram semen.

There were immunized rabbits with 5° — nucleoti-
dase, isolated from the semen plasma of the ram.
with the Freund complete adjuvant. There was noted
the presence of antibodies against 5’-nucleotidase
after application of double agar technigue acc. to
Ouchterlony and agar immunoelectrophoresis. In
addition, there was stated that 2—3 antigens of vplas-
ma of the ram semen were active like 5’-nucleotidase.
Instead, the rinsed spermatozoons showed the presen-
ce of one antigen of the enzyme activity. It is su-
ggested that 5’-nucleotidase is a specific antigen of
semen vesicles and is related with the coat antigeus
of the semen. Antibodies against 5’-nucleotidase in-
bibit the activity of the enzyme. In case of relation
of the enzyme protein to serum = 1:6, the activity
of 5’-nucleotidase lowercd at 12%, and at the ratio of
1:32 at 21% in comoarison to the activity determined
at the presence of normal serum.
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