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Włościwości immunologiczne
dezoksyrybonukleoproteidów (DNP)

ze Świeżych
plemników kn u ro*)

i przechowywonych

Z Instytutu Fizjologii i Biochemii z,wietząt AR-T w olszl-ynie

zmiany starzeniowe w plemnikach, przecho-
wywanych żn użtro w różnych temperaturach,
stanowią jedną z przyczyn obniżonej zdolności
zapładniaiącęi oraz zwiększonej śmiertelności
embrionalnej (9).

Molekularne podstawy mechanizmu wymie-
nionych zjawisk są jeszcze mało poznane. Moz-
na przypuszczać, że proces starzenia się plem-
ników uwarunkowany jest międzv innymi me-
taboliczną niestabilością DNA główki plemnika.

Przeprowadzone przez Graves i Salisbury (3)

badania wykazałv intensywne włączenie się
grupy metylowej Cla-glicvny do tyminy DNA
ekstrahowanego z plemników buhaja, inkubo-
wanych w ciągu 4 godzin w temperaŁurze 37"C.
Ci sami autarzy stwierdzili metodami autora-
diograficznvmi szybkie wbudowywanie się zna-
kowanej Hs-glicvny do główek plemników bu-
ha,ja, zachodzące podczas przechowywania na-
sienia przez 4 godzinv w temperaturze 37oC
oraz'7 clni w temoeraturze 5'C (4).

Według badarl Hai:t i Saljsbury (5) rozwój ko-
mórek jaio-wych żabv, zapłodnionych męskinri
komórkami płciowymi o cechach starzenio-
wych, ulega zaharnowaniu w stadium qastruli.
Badania immunologiczne wskazywałv na wy-
raźnie zaznaczone różnice we rvłaściwościach
antygenowych, pomiędzy białkami gastruli nor-
malnie rozwijającei się a gastruli z zahamowa-
nym dalszvm rozwojem. Powyższe obserwacie
sugeruią, ze podczas Drzechowywania nasieni:r
dochodzi do istotnych zmian w rviązaniach
chemicznych pomiędzv białkami zasado.vymi i
DNA główki plemnika, które stanowić moqą
przyczynę zaburzeń transkrvpcii DNA. V/vda-
ie się, że z rnetaboliczną niestabilncścią DNA
przechowywanych plemników wiążą się takze
zakłócenia w przekazywaniu informac,ii gene-
tvcznej również na etapie translacji. Zaburzenia
te stanowić mogą wyjaśnienie zwiększonej
śmiertelności embri,onalnej w przypadku stoso-
wania zestarzaly ch męskich komórek płciowych.

Ocenę intensywności przebiegu prccesów sta-
rzenowych w plemnikach przeprowadzaó możne
zarówno metodami autoradiograficznymi jak i
immunologicznvmi.

Badania Todorovic i wsp. (10) wskazttją na
istnienie różnic v,re właściwościach immunolo-

*) Praca wykonana w ramach ploblemu resortowego \{inister-
stwa Rolnlctwa nr 419E, koordynowanego plzez Instytut Zo-
otechniki w krakowie,
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izolowo nych

gicznych pomiędzy kompleksami DNA - białko
ekstrahowanymi z tych komórek bezpośrednio
po pobraniu nasienia or:az z nasienia przechowy-
Wanego.

Odnośnie plemników knura brak jest tego tv-
pu badań. Wiadomo iednak, że praktyczne sto-
sołvanie przechow-ywan€go kilka dni w tempe-
raturach dodatnich lub mrożoneqo nasienia knu-
ra iest mało efektywne ze względu na wvstępo-
wanie nasilonei śmiertelności zarodkowej.

Przeprowadzone badania stanowią próbę okre-
ś] enia właściwości immunolo giczny cŁl komplek-
sów dezoksyrybonukleoproteidowych (DNP),
izolowanych ze świezych i przechowywanyc}r
plemników knura.

Materiał i metody
Nasienie od knurów (gęsta frakcja plemnikowa) po-

bierano metodą manualną, W połaczonych ejakulatach
okreśIano koncentrację oraz ruchliwość plemników a
nastepnie rozdzielano je na dwie objetościowo rówrre
cześci. Jedna z nieh rozcieńczano dwrrkrotnie rozcień-
czalnikiem Kiev I wedłuq Róstela (7). Tzolację DNP
przepror,vadzono bezpośrednio po rozcieńczeniu nasie-
nia oraz po zB eodzinach przecholvywania w tempe-
taturze 1B-20oC.

Drugą cześć badaneqo materiału mie"zano z rozdteń-
czalnikiem wedłuq Salamon (8) rv sto.unku 1:1. DNP
wyodrebniano z plemników tuż po rozcieńezeniu próby
a następnie po 24 godz. przechowyrł,aniu w ciekłyrn
azocie i rozmrażaniu w temperaturze 37oc.

Izolację DNP przeprowadzano w temperaturze 4aC,
posługując się metodą Borenfreund i wsp. (1).

Jako czynnik deoradujący błony komórkowe plem-
nikórł, stosorvano 20lo 2-merkaptoetanol. Cześciową de-
proteinizację izolowanych kompleksów przeprowadza-
no przy użyciu trypsyny. Otrzymane preparaty DNP
lozpuszczano w roztworze 0,15 M NaCl - 0"015 M
cytrynian sodu a nastepnie określano zawartość biał-
ka zgodnie z metodą Lowry. Uzyskane roztwory korn-
pleksów DNP stanorviły w badaniaeh odpo-wiednie
układy antygenowe. W celu określenia stopnia depo-
limeryzacji DNA w plemnikach z na"ienia przecho-
wywanego w temperaturze LB-2aoC lub ciekłym azo-
cie, jako układy anty4enowe -stoso-wano również roz-
twory DNP inkubowane przez 2 godz. w temperaturze
37oC z mieszaniną enzymów nukleolitycznych: dezo-
ksyrlbonullleaza (DNAaza) : trlbonulkleaza (RNAaza) w
stężeniu 100 uq każdego z wymieirrionych enzymów
na 10 mg białka.

Immunizac ję królikórv przeprowadzono podaje]c
zwierzętom dornięśniowo odpowiednie dawki antyge-
nu (0,6 mg białka na darvkę) zmieszane z równą obję-
tością kompletnego adjuwantu Freunda (prod. Cefarm).
Zastosowano schemat immunizacji podany ptzez To-
Corovic i wsp, (10), Surclvice odpornościorł,e trzyski-
wano z krwi pobranej od królików po 7 i 14 dniach
od ostatniej iniekcji antygenu zaś surowice kontrolne
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z krwi pobranej bezpośrednio przed rozpoczęciem im_
munizacji,

W wyniku zastosovyania różnych układór.l antyp]e-
nowych otrzymano nastqpująee surowice odpornościo:
we:

l. Surowica przeciw DNP z plemnikó-w nasienia
świeżego, rozcieńczonego roztworeń Kiev I.

2. Strrowica przeeiw DNP z plemnikólv nasienia roz-
cieńezonego (Kiev I), przechowyr,ranego ,,przez 48 Eodz.
w temperaturze 18-20oC.

i]. Surowice przecirv D}{P z plemnikórv nasięnia
świeżeto oraz przechawywaneEo w układzie Kiev I,
po traktowa_niu preparatórv DNAazy i RNAazy.

4. Suiorłlica prze:lw DNP z plemnikólłl nasienia
świcżeqo, rozciericzotrego roztrvorem Salamon.

5. Surowica przecivr DNP ,z p,lem,ników nasienia roz-
ciericzonego wg Salamon, przechowytvanego w ciek-
łym azocie przez 24 godz.

6. Suror,vice przecir,rz DNP izolor,vanym z plemnikórv
nasienja przed i po zamr-ożeniu, poddanym tral,vieniu
etrzymami nukIeolitycznymi.

Uzyskano róvlnież surou,ice odpornościorve przeciw
plazmie na:ienia, przemytym plemnikom. trypsynie,
mieszaninie enzymów nukleoiitycznych,

Do badań właściwości immunologicznych izolowa-
nych kompleksów DNP zastosorvano metodę podwój-
nej dyfuzji lv żelu agarozowym według Ouchterlony.

Wyniki i omówienie
Właściwości antygenowe komoleksów DNF,

izolowanych z plemników nasienia knura bez-
pośrednio po poblaniu i rozcieńczeniu oTaz po
48 godz. przechołvy,ovaniu w rozcieńczalniku
Kiev I, ilustrują ryc. 1a i 1b.

W reakcji DNP plemników świeżych z homo-
logiczną antysurowicą obser\^Iowano tworzenie
się dwu wyriaźnie zaznaczonych łuków pTecy-
pitacyjnych (ryc. 1a), zaś v/ odpowiadającei
reakcji z użyciern DNP plemnikórv przechowy-
wanych jednego łuktr orec5rpitacyjnego
(ryc. 1b).

W obu przypadkach nie stwierdzano reakcji
pomiędzy kompleksami dezoksyrybonukleopro-
teidów a surolłzicami kontrolnymi,

D.,łzugodzinna inkubacja DNP plemnikórv
przechowywanych z mieszaniną DNAazy i
RNAazy prol.nzad.ziła dc zwiększenia ilości kom-
ponentów antygenowych w inkubowanych pre-
paratach (ryc. 2 i 3). Tego typu zmian nie stwier-

Ryc. la. Podrvójna immlrnodyfuzja żelowa -w układzie:
centralny zbiorniczek - D}TP plemnikórv świeżych
(Kiev I); boczne zbiorniczki - 7, 2, 3-antysurowica
przeciw DNP plemników śrvieżych (Kiev I), 4 - su-

rorvica kontrolna

Ryc, 2. Podwójna immunodyfuzja żelor,va w u]<ładzie:
centralny zbiorniczek - DNP plemn;.ków przecho-wy-
r,vanych * enzymy (Kiev I); boczne zbiorniczki - 1,
3-antysurowica przeciw DNP plerrrnikór,v przechorvy-
rvanych * enzymy (Kiev I), 2,4 - su,rowica kontrolna

l ,,,

Ryc. lb. Podwójna immunodyfuzja że7owa w układzie:
centralny zbiornicze]< - DNP plemników przechowy-
wanych (Kiev I); bcczlre złriorrriczl<i - 7, 2, 3-arrty-
surowica przeci.r,rl DNP piemrril<ór,v przeehowyr,varryclr

(Kiev I), 4 - surowica kon'lro],na
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Ryc. 3. Podwójna immunodyfuzja żelowa w układzie:
centralny zbiorniczek - antysurorvica przeciw DNP
plemników przechowywanych * enzymy (Kiev I);
boczne zbiorniczki - 1-DhTP plemników przechowy-
lł,anych ł enz.vmy (I{iev I), Z-]-]NAaza t RNAaza,
3-DNP plelnrrikór,; przeclrorvyrvarlylh (iiiev I), ł --

tryp,;yna
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dzano w przypadku działania enzymów nu-
kleolitycznych na kompleksy dezoksyrybonu-
kleoproteidowe izoiowane z plemnikórv świe-
żydn (ryc. 4).

(Kiev I), 2 - DNAaza -l RNAazA, 3 - DNP plem-
ników przechowywanych * enzymy (Kiev I), 4 -trypSyna

enić, że prep
st postępowan
(t aza, RNAaza
ciwości antygenowe demonstru się ,,wzmoc-
nieniem" jednego z łuków ypitacyjnych
(ryc. 5).

lub zamaskowaniem aktywności antygenowej

:.j,:,.,r ]j,: ,:, ,::: : l:,:: : ]: ;:i.::i ]:i]]: ]i:j: .,,'|i|,.'i'::i':::i]i;;:,,]:i:l:i.i

6a. Podwójna immunodyfuzja żelowa w układzie:
alny zbiorniczek - DNP plemników przed mro-
m §alamon); boczne zbiorniczki - I, 2,3 - an-
owica pr"eciw Dł,lP piernników przed rnrożeniem

(Salarnon), 4 - surowica kontr,olna

Ryc. 5. P układzie:
celrtralny DT,TAazie
i RNAari emników
świeżyah RNAaza,
3 - DN enzymy

(Kiev I), 4 - DNAaza * RNAaza

We wszystkich przebadanych preparatach
DNP nie stłvierdzano obecności białek antygeno-
wych odpowiadających plazmie nasienia czy Łeż

że zastosowana obróbka technologiczna prowa-
dzi do znacznego stopnia depolimeryzacji nu-
kleoproteidów, demonstrującej się ostrabieniem
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no liczba jak i lokalizacja łuków precypitacyj-
nych są wyraźnie różne od uzyskiwanych dla
DNP plemników przed mrożeniem (ryc. B). W
tym ostatnim przypadku działanie nukleaz po-
wodorvało jedynie nieznaczne zmiany właści-
wości antygenowych kompl.^ksów DNP. W
preparatach DNP z plemników świeżych iak i po
mrożeniu występowały pozostałości enzyrnórv
nukleolitycznych, powodujące,,wzmocnienie"
łuku precypitacyjnego, zlokal.izowanego najbli-
żej zbiorniczka centralnego (ryc. 9).

, j::: :, :::!:i : : ]::" ::: :, ,,,|,::, : :::]::::

Ryc. 8. Podwójna immunodyfuzja że7owa w układzie:
centralny zbiorniczek - DNP plemników przed mro-
żeniem (SalamoLn); boczne zbiorniczki - l-antysuro-
wica przeciw DNP plemnil<ów przed mrożeniem (Sa-
lamon), 2 - surowica kontrolna, 3,4 - antysurowica
przeciw DNP plemnikórv przed mrożeniem * enzymy

(Salamon)

Ryc. 9. Podwójna immunodyfuzja żeiowa w układzie:
centralny zbiorniczek - antysurowica przeciw DNAazie
i RNAazie; boczne zbiorniczki - 1 - DNP plemników
przed mrożeniem t enzymy (Salamon), 2 - DNAaza
-l RNAaza, 3 - DNP plemników po mrożeniu * en-

zymy (Salamon), 4 - DNAaza f RNAaza

Uzyskane rezultaty badań wskazują, że prze-
chowywanie nasienia knura, za]]ówno w tempe-
raturach dodatnich jak i ujenrnych, prowadzi do
istotnych zmian depolimeryzacyjnych w nukle-
oproteidach plemników, wpływając tym samym
na aktywność immunogenną tych kompleksów,
Stąd właściwości antygenowe DNP świezych i
przechowywanych plemników knura zdecydo-
wanie tóżnią się międ_zy sobą.

aprócz DNA al<tyłvność immrrnogenną wyka-
zują również białka zasadowe plemnikórv.
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Kotrk i Samu_e] (6)rvyizolowaii z plemników
człowieka dwa białka zasadowe, o ruchliwości
elektroferetycznej zbliżonej do histonów plem-
ników bulraja, charakteryzujące się silnymi
właściwościami antygenowymi. Nalezy przy-
puszczać, że związana z procesami starzeniowy-
mi depoliineryzacja nukleoproteidów główki
plemnika może maskować lub indukować ak-
tywność antygenową omawianych kompleksów,

Przebieg reakcji immunologicznej wydaje się
być uzależniony od stanu, rodzaju i liczby wią-
zań chemicznycll istniejących poiniędzy DNA i
białkiem.

Z przeprolvadzonych przez nas badań wynikłr,
ze przecholvywanie plemników prowadzi do
znacznego osłabienia wzajemnych odziaływań
pomiędzy DNA i białkami zasadowymi główki.
We wszystkich bowiem przypadkach inkubacji
DNP plemników przechclwywanych z enzyma-
mi nuklec],itycznymi obserwowano zróżnicowa-
nie mozaiki antygenowej badanych preparatów.
Zjawisko to mogło być spowodowane bezpo-
średnim odziałyr,vaniem nukleaz na łańcuchy po-
iirrukleotydowe DNA, vł efekcie którego docho-
d_ziło do zmian determinant antygenowych ca-
łych kompieksów nukleoproteidowych.

Wydaje się, że poczynione obserwacje mogą
mieć duże znaczenie praktyczne. Wskazują bo-
wiem na szybkie zmiany starzeniowe materiału
genetycznego przechowywanych plemnikórv
knura, co stano-uvić może przyczyruę nasilone,i
śmierte]ności zarodko-łej, obserwowanej u świń
zlvłaszcza w przypadku stosowania nasienia
trnrozonego.

BaCania Gołyszewa i wsp, (2) dotyczące prze-
żywalności zarodków świni przy stosowaniu do
zapłodnienia nasjenia mrozonego wskazują, ze
dc zw-iększonej śmiertelności zygot dochodzi rv
późnlejszych etapach ich rozwoju. Potwierdza-
łoby tc wcześniejszą sugesbię }Iarta i Salisbury
(5), zgodnie z l<tórą obecność zestarzałego ma-
teriału geneŁycznego męskiej komórki płciowej
decyduje o harnowaniu procesu biosyntezy biał-
ka rv rozwijającej się zygocie na etapie trans-
1acji.

trVyniki przeprowadzonych przez nas badań
wskazują na zmianę struktury antygenowej ma-
teria.łu nukleoproteidowego izolowanego z prze-
choił,ywa.nych plemników knura rv porółvnaniu
z kompleksami nukleoproteidowymi plemników
świezych.
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Ctu:e>xer< D., Cułurenlcxag fi. - }łlm*ryrrolrorił§ecxac
cnoficrra gesoxcmpufiouyKJleonpoTeugon (DNP), !E3oJIn-
poBaHIILIx I{3 cBe)Kux Id xpaHI4MLIx xdIlBqI4!(oB xpara.

Mero,qolł gnożrroż 4liS$yszlł B afapoBoM reJle cpaB-
rrvBaJlu aHTr{IeHHbIe cecżcrsa DNP, rsonrtpoBaHHblx ,{3
x(,r{B1l]4KoB xpfiKa, noJIy.JeHHL,Ix HenccpeAcTBeHHo no-
cxe pas6aaneHr{,fi ceMeH,]ł, a TaKx<e xpallrdMblx z<-ńBLIw-
xos (48 qacots B TeMnepaType 1B-20oC B cucTeMe pa3-
6aszterg Kres LIJII{ 3aMopox(eHHblx B x<I,lAKoM a3oTe

. no MeToAy CanauoH), Pesynr,ratsr nntuyno,qlrQ$ysrtm
yKa3ailil Ha cyil]ecTBeIIHbIe rl3MeHeHI{.fi aHT]4leHT{oń
cTpyKTJ4)bI DNP, z:ołrpoBa,HHblx ]43 xpaHr{MLIx x<IłB-
rłlKoB IIo cpaBHeHzK) c DNP cBex<]4x x<r,lBIłzKoB.

Cłe4yer npeA[oJlaraTr, vlo 6srctpoe cTapeH]łe reHe-
TŁĘecKoro MaTepr{aJla xpaH]4ML,Ix )KrlBq]4KoB Mcx<eT
.fiBJI.ETLC.E npuluaoft u:':'tetłcwrraoń su6pzoHa;rr,Hoż
cluepTHocTrl, rła6arogaelrofi oco6errno B cfiyrrae nplĄMe-
HoHŁE ceMeHr{, 3aMopax<rlBaeMoflo B xtT4AKcM a3oTe,

Strzeżek J., Śmigieiska J, - lmrtnological clraracteris-
tics of tleoxyribonucleoproteins (DNP) isolateal from
fresh and stored boar spermatozoons.

The antigenic characteristics of DNP isolated from
fresh boar spermatozoons and those stored at 1B-20oC
for 48 houns (diluent lliev I or frozen in Iiquid lnitro-
gen acc. io Salamon's method) 1vere compared :by me-
ans of the gel-agarose double diffusion technique. The
findi,ngs showecl that essen,|ial changes were oibserved
in the antigenic stru,ciure of DNP ,of fresh and stored
spermatozoons. The authors suggest that the rapid
changes in the genetic material of spermatozoons may
be the cause of an increased embrional mortality ob-
served particularly in case of the use of frozen sper-
matozoons.

N{IECZYSŁAW IVIAJEK, ANDRZEJ W,ĄNDURSKI
Szamocin

§postnzeżenio

leplospi1,ozy świń w
Leptospiroza w dużych skupiskach świń może

stanowić poważny problem epizootyczny, eko-
nomiczny, a także epidemiologiczny (2, 6, 7). W
niniejszym doniesieniu przedstawiono \,vyniki
zwalczania leptospirozy świń poprzez leczenie
stada podstawowego streptomycyną.

Materiał i ,metody
Obserwacje przeprowadzano w fermie przemysło-

wej typu Gi-Gi w miejscowości ,,S". I&iosną 1973 r.
fermę zasiediono świniami uznanymi na podstawie
testów serologicznych za wolne od leptospirozy. W
trakcie badań kontroinych 3366 loch i knurów ze sta-
da podstawowego w I974 r. ujarvniono 390 świń reagu-
jącyclr seroJ,ogicznie na leptcspirozę, co stanowiło
11,60/o badanych zrł,ierząt. Wszystkie te śrvinie zgodnie
z obowiązującą wówczas instrukcją Ministerstlva Ro],-
nictwa (4) wyelirnino,wano z ho,dowli. W 1'975 r. pod-
czas badań 3501 świń ze stada podstawowego ujaw-
niono i w rviększości ztikwidowano 4BB loch i knu-
rów, co stanowiło 13,90/o badanych. Od października
1975 r. udział reagentów zaczął gwałtownie ,wzrastać
osiągając w styczniu 19?6 r. 55,6ło przebadanych świń.
Pomimo tego ,nie obserwowano ronień na tle iepto-
spirozy. w tej sytuacji odstąpiono od eliminowania
reagentów, Edyż Eroziło to zakłóceniami w technologii
rozrodu i zachwianiem produkcji. Natomiast w po-
rozumieniu z Ministerstwem Rolnictwa wprowadzono
Ieczenie knurów, 1och i loszek remontowych strepto-
mycyną.

W dniach 7-10 czerrvca 1976 r. dokonano leczenia
stada podstawowego fermy ,,S". Każdej świni wstrzyk-
nięto dwukr,otnie w odstępie 48 godzin po 4,0 strep-
tomycyny w 40 m1 płynu fizjologicznego. Ponadto każ-
da samica przerzucana rra porodówkę otrzymywała
jednorazowo 4,0 sireptomycyny w 40 ml płynu fizjo-
]ogicznego,

nod zwolczonierm

fermie przemysłowei

Wyniki

Na ryc. 1 przedstarviono występowanie sero-
reagentów w okresie jednego roku przed Zasto-
sowaniem leczenia - 

od czerwca 1975 do maja
1976 r. i w ciągu rol{u po zastosowaniu Ieczenia
streptomycyną tj. oC czerwca 1976 do maja
7977 r. PlzeC. leczeniem najwyższy odsetek se-
roreagentÓW obserwowano Zimą i jesienią (sty-
czeń 55,60lo, listopad 3B,97o, październtk 2B,B0l0,
1uty 28,60/o). Po przeprowadzonej kuracji strł,ier-
dzono ."vydatny spadek odsetka sei"oreagentów
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Ry,c, 1.
leptospiry.

§
E

Odsetek świń reagującyc,h serologicznie na
A - przed leczeniem, B - po leczeniu

streptomycyną
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