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Obecne ,"v plazmie nasienia zwierząt tzw.
okrywowe antygeny plemnika, wykazane po
raz pierr,vszy pIzez Weila i wsp. (1B), są wyni-
kiem funkcii rvydzielniczej dodatkorvych gru-
czoŁow płciorł,ych (19, 20). Antygeny te posia-
dają specyficzność tkankołvą (4, 10), osobniczą
(6) oraz specyficzność gi,up krwi (2),

Zarówno antygeny plennika, skupione głow-
nie w aiircsomie (1ł3), jak i antygeny piazmy
nasienia n-logą po\,vodolvać pol,vstawanic spe-
cyficznych przeciw-cia,ł, głównie typu spermo-
eglutvnin i sperrnoprecypityn (13) oraz prze-
ciwciał rviązących komplerrrent i spermoopso-
nin (17). Przecivrciała te. po,,vsta)ące zwłaszcza
w stanac}r patologicznvch układu lozrodczego,
wywolują ziarł,isko tzrł.. autoimmunizacji sam-
ców (3, 9,70,22).

Szereg a.nt;fgenó\Ą, nasienia zwierząt posiada
właściwości białek enzlzmatycznych (1, 15).
Stąd zapewne zmiany aktyv,uności niektóryclr
enzymów" a pośrednio metabolizmu nasienia,
lnogą międz.7 innymi wynj.kać z procesórł,
immunologicznych zachodzącyrch \r/ układzie
rozrcdc.zym samca lub mogą te procesy powo-
dov;ac.

Dlatego celem niniejszej pracy była próba
okreśIenia właściwości immunogennvch 5'-tlu-
kleotydazy izolowanej z plazmy nasie,nia tr5rka.

Materiał i metody
Izolacji enzymu dokonano z plazmy nasienia tryka

według metodyki podanej przez Heppela i Hilmoe
z pewnymi mody{ikacjami własnymi. Stopień ocz:lsz-
czenia izolowanego preparatu enzymu sprawdzono
lnetodą elektroforezy na że]u poliakrylamidor,vym
według Daviesa.

Immunizację króiików rasy białej duńskiej, wyróu,-
nanych pod względem lvieku i wagi, wykonano z za-
stosot"zaniem pełnego adjuwantu Freunda produkcji
Biomed. Prreparat enzymu o zawartości 4,8 mg lliałka
na 1 m1 i aktywności właściwej 1,870 1ł,moliP/mg biał-
ka'15 min., mieszano z odpowiednią objętością pelnego
adjuwantu Freunda. Dokonano 4 iniekcji, ,"v odstę-
pach siedmiodniowych, według następującego sche-
m,atu:

T iniekcja (pciskórnie, wzdłuż iinii grzbietowej) -0,5 ml roztrł,oru enzymu w 0,B59/o NaC1 i 0,5 m1 peł-
nego adju,łantu Freunda.

IT i IIT iniekcja (domięśniou,o) - 0,5 ml roztrvoru
enzymu w 0,850/o NaCI rozcieńczonego dodatkou,o Rve
0,850/o NaCl rł, stosunku 1:1 i 0,5 m1 pełnego adjuwantu
Freunda.

IV iniekcja (dożylnie) - 1 ml rozcieńczonego enzy-
mu 1:i i 0,5 m1 pełnego ailjuwalrtu Freunda.

Króliki grupy kontrolnej otrzymy,wały zamiast pre-
paratu enzyrnu odpo,,ł,iednie ilości 0,850/o NaCl zmie-
szane z adju.łantem Fleurrda., Su::o-wicę odpornościo-
rvą otrzyńano z krwi pobranej poprzez punkcję do-
serco\,vą po ? dniach od ostatniej iniekcji. Do badań
immunologicznych zastosowano metoclę pod,vójnej ciy-
fuzji żelo,,vej wed}ug Otrcirterlony oraz rrretodę !m-
munoelektrolorezy na agarze. Dokonano również ob-
serwacji wpływu surowicy odpornościowej na aktyw-
ność 5'-nukleotydazy.

Wyniki
Stosując l.ryżcj opisany schemat immunizacji udało

się otrz.vmać anty-surowicę zawierającą przeciwcia.ła
wobec izolov,,anej z plaimy nasienia 5'-nukleotyclazy,
które rvykazano meLodą dyfuzji żelorł,ej (ryc. 1) oraz
immunoelektloforezy (ryc. 2). Widoczny na ryc. 1 wy-
raźny łuk precypitacyjny wskazuje na obecność jed-
nej deiertninanty antygenolvej enzymu.

l'!yc. 1, Ilnmunodyfuzja \^lg ouchterlony w układzie antysuro-
wica - 

preparat 5'-nukleotydazy.
(centralny zbiorniczek _ antysurowica, zbiorniczki zewnętrz-

ne - roztwór enzymu w 0,B5y0 Nac1)

Natomiast ekstrakt plemników tryka (przemytych
kilkakrotnie 0,850/o NaCl) i plazma nasienia darvały
z anty-s,_rrowicą odpolvicdnio jeden oraz trzy łuki
precypitacyjne (dwa intensy.rynę i jeden słaby) (r:,c. 3,
ryc. 4). Uktad iinii precypitacyjnych lvskazyrvałby rra
zgodność antygenową 5'-nukleotydazy ekstraktl.r
plemników oraz antygenów plazmy nasienia.

Należy nadmienić, że w przypadku ekstraktu p)em-
nikóv,,, powstavzanie jedrre j linii precypitacyjnej lv

2. Immunoelektroforeza plazmy
sowaniem antysurowicy wobec
(zbiorniczki staltowe - plazna

nasienia tryka, z Zasto-
5,-nukleotyclazy.
nasienna tryka)
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Ryc. 3. Immunodyfuzja wg ouchterlony w Llkładzie antysll-
rowica - plazma naFienia tryka,

(centralny zbiorniczek - antysurowica, Zbiorniczki Zew[ęttz-
ne - plazma nasienna tryka)

reakcji z anty-surowicą, dowodziłoby o obecności na
błonie plemnika (z ejakuiatu) stosunkowo silnie zwią-
z,anego antygenu o akti,rł,ności 5'-nukleotydazy, obec-
ncj rv plazmie nasienia,

Agaroforeza plazmy nasienia tryka i następnic
immunodyfuzja (ryc. 2) vlskazywałyby na istnienie
antygcnór"l plazmy o aktywności 5'-nukleotydazy w-
obrębie gainma-globu].in otaz w obrębie albumin.
Byłoby rł,ięc to zgodne z uzyskanym rozdziałem ele-
kiroforetycznym preparatu enzymu na żelu poliakry-
lamidowvm, Edzie wyraźnie dominuje pasmo w ob-
rębie gamma-globulin oraz występuje pasmo mniej
intensywne lv obrębie albumin.

Wyniki badań wpływu anty-surolł,icy na aktyw-
nośó 5'-nukleotydazy przedstawiono w tab. 1. Jak
wynika z tabeli ze lvzrostem iiości białka anty-suro-

Ryc.4. InLlunodyfuzja Wg ouchterlony \il układzie ar]tysu-
rowica (centfalny Zbiofniczek) _ (Zeu,nętrzne zbj,orniczlKi)
1 - plazna nasienna tryka

2, 4 - ekstrak1; plemników przemytych kilkakrotnie 0,85%Nacl
3 - izolowa,lly preparat s'-nukleotydazy

99J ,u Z,t5 §U
ng slrum pmtelh/ml

Qł Hgly-łoOH plł 8,9, 2nH H7CJ2, 2nH 5'-Ą}tP Ql7 nlg
plolan/E / rcoclton mixturc,. o-aormal scrum ond o-
ońitorun

Ryq. s. Graficzny przebieg Spadkll aktywności 5'-nukleoty-dazy traktowanej antysurowlcą oraz Śurowlcą normalną

6B0

Mg białka
surowi-
cylml
próby

Aktywność względna
(pLmole P/mg białka

enzymu)
0lo

hamowa-
nra

suro\\,lca
normalna

antysu-
r,owica

mM Mgclr, 2 mM

0
12
18
21,
5'-AMP;

wicy aktyrł.ność enzymu spadała. Graficzny przebieg
spadku aktywności enzymu przedstawia ryc. 5, Przy
stosunku białka enzymu do białka anty-surowicy
w mieszaninie inkubacyjnej 1:32 aktywność enzymu
była o 2l% niższa w porównaniu z aktywnością ozna-
czoną w obecności surowicy normalnej.

Należy podkreślić, że iuż przy stosunku obydwu
bialek 1:6 aktywność enzymu obniżała się o 129o.

Dyskusja
Męski układ rozrodczy posiada dwa nieza-

1ezne systemy antygenowe wywołujące powsta-
wanie specyficznych przeciwciał. Jeden z nich
to system antygenowy jąder, najądrzy i plem-
ników, ]<tórv w warunkach doślviadczalnych
powoduje zjawisko aspermatogenezy i zapale-
nie jąder (16, 1?). Drugi system antygenowy
(obecnie intensywnie badany),dot_vczy specy-
fic,znie tkankowych antygenów gruczołu kroko-
wego, pęcherzyków nasiennych oraz ich wy-
dzielin, wchodząc;,ch lv skład plazmy nasienia
zwierząt.

Obecnie uważa się, że odkryte przez Weila
i wsp. (1B) okrywowe antygeny plemnika po-
chodzą z dodatkowych gruczołów płciowych,
bowiem anty-sulowica wobec pełnego nasienia,
plazmy nasiennej i przemytych plemników jest
identvczna z anty-surowicą wobec komponen-
tów plazmy nasienia (2). Antvgeny te obecne
są w plazmie nawet w przypadkach azoosper-
mii (1B).

Szczególnie interesujące są badania immuno-
Iogiczne nad gruczołem krokowym i jego wv-
dzielinami (4, 12, 21). Stwierdzono mianowicie
dwa antygeny wvstepujące w tym gruczole, z
którvch jeden posiada aktyvlność kwaśnei fos-
fatazv i 5'-nukleotydazy. Autoprzeciwciała są
wywołane przez mniej intensywny antygen
(12).

Ostatnio Shulman i Orsini (11) wvkazali w
płvnie pęcherzyków nasiennych świnki mor-
skiej kilka komponentów białkowych spośród
którvch jeden posiada właściwości antyqenu o
dużej specvficzności tkankowej. Autorzy stwier-
dzili również, że autoprzeciwciała produko-
wane pTzez ten komponent powoduią stan za-
palny pęcherzvków nasiennych. Natomiast Hek-
man i Ri.imke (4) w płvnie pęcherzyków nasien-
nych człowieka stwierdzili obecność białka
wiążącego że\azo, podobnego do, laktoferynv.
Boettcher (2) podobne białko nazwał scaferriną
(sca-sperm coating antigens).

W dostepnvm piśmiennictwie jest stosunko-
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-wych.
Anty-surowica wobec

zmianę jego aktywności.
wskazują na reakcję hamo
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Crurexex E., Bonoc A. Fasoronct<m fr.: Bnoxmrn.rec-
Kr(e napaMeTpBl IIpuMeHffeMBIe B oIIeHKe KalIecTBa ce-
MeEIl ceJlroKo-xoggficrnerrHBlx x{I,tBoTIIrrx. V. Iduruy-
HoreEHBIe onoficrna 5-rryxueornga3bl IIJIa3MII ceMellrt
6aparra.
flpoeełz c [pr,rMeHeHI4eM rroJlHoro aAbIoBaHTa

@peylł4a lĄ:lłuynv73a\wto KpoJIlKoB npenaparovr 5-Hy-
KJIeoTrfAa3bI, npIfroToBJIeHHbIM I43 nJIa3MBI ceuerrr 6a-
parła. IlpzcyTcTBrle npoTrIBoTeJI 4na 5-rryxneoTl{Aa3bl
ycTarroBvI:t^w trlo MeToAy Vxrepnorłr (Ouehterlony) r
aIapoBoro uMl\tynoeJIeKrpo@ope:a. VcraHosznrł To-
,Ke, tłFo 2-3 arłrłrrerła IIJIa3M},I 6aparła rvrercr 5-uy-
KJIeoTrfAa3HyIo aKTIrBłlocTb, a [oJIytIeHHLIe r{3 9.,1KyJI.E-
Ta r{ TIpoMbITtTe >KrlBI{r,IKT4 rrpoFBJLgrcT npI4cyTcTBT4e
ToJIbKo oAHoro vMeloqero TaKyrc>Ke gH3lMaTr{rłecKyK)
aKTr{BIlocTb aHTrlreHa. Aarop no.rraraeT, rITo S-Hyxneo-
TlAa3a ffEJIgeTcff cneqz$r.łecxr{M TKałłeBbIM aHTr{re-
HaNI ceMeHHbrx [y3EIpKoB 6aparła ,{ npr{HaAJIe>KT{T K
tlrlcJly aHTr{rerłos odono"łKrl >KIłBtlI4KoB 3Toro >K]łBoT-
Horo. CbIBopoTKa npoTr{B 5-rryxneorrga3bl 3aAep}KI4-
naer geżcrrnue 9Toro 9H3I4Ma. IIpr rrponopqzu denroe
gH3lMa r 6e.rrra,łr cblBopor\Krl a rnxydrponangorż cłre-
olt 1:6 aKTrlBHocTb 5-uyrneorz7la3Bl TIoIlIDKaeTcfi Ha
720lo, a ww 7:32 - 

ga 21% B cpaBnenr{r! K aKTrIBHocTIl
9H3rMa ycTaHoBJIeHHoft r npweyTcTBn7I,l rropuansHoż
CLIBOPOTKrL

Strzeżek J., 'Wołos A., Glogowski J. - The use of
biochemical indices to evaluate the ouality of semen
ln domestię animalś, v. rmmunogenic properties of
5' - plasma nucleotidase of the ram sem€n.

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 technioue acc. to
Ouchterlony and agar immunoelectrophoresis. Tn
addition, there was stated that 2-3 antigens of Dlas-
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 soecific antigen of
semen vesicles and is related with the coat antigens
of the semen. Antibodies aEainst S'-nucleotidase in-
hibit the activity of the enzyme, rn case of relatjon
of the enzvme orotein to serum : l:6. the activity
of S'-nucleotidase lowercd aŁ |2,nń, anrl at the ratio of
7:32 at 27o/o in comoarison to the activity determined
at the presence of normal serum,
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