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Witasciwosci immunologiczne
dezoksyrybonukleoproteidow (DNP)
izolowanych ze Swiezych i przechowywanych
plemnikdw knura*)

Z Instytutu Fizjologii i Biochemii Zwierzat AR-T w Olszlynie

Zmiany starzeniowe w plemnikach, przecho-
wywanych in vitro w réznych temperaturach,
stanowia jedng z przyczyn obnizone] zdolnoéci
zapladniajacej oraz zwiekszonej $miertelnosci
embrionalnej (9).

Molekularne podstawy mechanizmu wymie-
nionych zjawisk sg jeszcze malo poznane. Moz-
na przypuszczaé, ze proces starzenia sie plem-
nikéw uwarunkowany jest miedzy innymi me-
taboliczng niestabiloscig DNA gléwki plemnika.

Przeprowadzone przez Graves i Salisbury (3)
badania wykazaly intensywne wlaczenie sie
grupy metylowej Cl-glicyny do tyminy DNA
ekstrahowanego z plemnikéw buhaja, inkubo-
wanych w ciagu 4 godzin w temperaturze 37°C.
Ci sami autorzy stwierdzili metodami autora-
diograficznymi szybkie whudowywanie sie zna-
kowanej H3-glicyny do gléwek plemnikéw bu-
haja, zachodzace podczas przechowywania na-
sienia przez 4 godziny w temperaturze 37°C
oraz 7 dni w temperaturze 5°C (4).

Wedtug badan Hart i Salisbury (5) rozwdj ko-
morek jajowvch zaby, zaplodnionych meskimi
komorkami plciowymi o cechach  starzenio-
wych, ulega zahamowaniu w stadium gastruli.
Badania immunologiczne wskazywaly na wy-
raznie zaznaczone réznice we wlasciwosciach
antygenowych, pomiedzy biatkami gastruli nor-
malnie rozwijajacej sie a gastruli z zahamowa-
nym dalszym rozwojem. Powyzsze obserwacie
sugeruja, ze podczas przechowywania nasienia
dochodzi do istotnych zmian w wigzaniach
chemicznych pomiedzy biatkami zasadowymi i
DNA gtowki plemnika, ktére stanowi¢ moga
przyczyne zaburzen transkrypeji DNA. Wyda-
je sie, ze z metaboliczng niestabilnodcia DNA
przechowywanych plemnikéw wigzg sie takze
zaklocenia w przekazywaniu informacji gene-
tycznej rowniez na etapie translacji. Zaburzenia
te stanowié moga wyjasnienie zwiekszone]j
$miertelnoéci embrionalnej w przypadku stoso-
wania zestarzalych meskich komérek plciowych.

Ocene intensywnosci przebiegu procesow sta-
rzenowych w plemnikach przeprowadzaé¢ mozna
zaréwno metodami autoradiograficznymi jak i
immunologicznymi.

Badania Todorovic i wsp. (10) wskazujg na
istnienie réznic we wlasciwosdciach immunolo-

*) Praca wykonana w ramach problemu resortowego Minister-
stwa Rolnictwa nr 419E, koordynowanego przez Instytut Zo-
otechniki w Krakowie.

gicznych pomiedzy kompleksami DNA — biatko
ekstrahowanymi z tych komérek bezposdrednio
po pobraniu nasienia oraz z nasienia przechowy-
wanego.

Odnos$nie plemnikéw knura brak jest tego ty-
pu badan. Wiadomo jednak, ze praktyczne sto-
sowanie przechowywanege kilka dni w tempe-
raturach dodatnich Iub mrozonego nasienia knu-
ra jest malo efektywne ze wzgledu na wystepo-
wanie nasilonej §miertelnosci zarodkowej.

Przeprowadzone badania stanowia probe okre-
§lenia wlasciwosei immunclogicznych kommplek-
sow dezoksyrybonukleoproteidowych (DNP),
izolowanych ze $wiezych i przechowywanych
plemnikow knura.

Material i metody

Nasienie od knuréw (gesta frakcja plemnikowa) po-
bierano metodg manualna. W potaczonych ejakulatach
okreflano koncentracje oraz ruchliwoéé plemnikéw a
nastepnie rozdzielano je na dwie objetosciowo réwmne
czesci. Jedna z nich rozcienczano dwukrotnie rozcien-
czalnikiem Kiev I wedlug Rostela (7). Izolacje DNP
przeprowadzono bezposrednio po rozcienczeniu nasie-
nia oraz po 48 godzinach przechowywania w tempe-
raturze 18—20°C.

Druga czes$¢ badanego materialu mieszano z rozcien-
czalnikiem wedlue Salamon (8) w stosunku 1:1. DNP
wyodrebniano z plemnikéw tuz po rozcienczeniu proby
a nastepnie po 24 godz. przechowywaniu w cieklym
azocie i rozmrazaniu w temperaturze 37°C.

Izolacje DNP przeprowadzano w temperaturze 4°C,
postugujage sie metoda Borenfreund i wsp. (1).

Jako czynnik decradujacy blony komérkowe plem-
nikéw stosowano 2% 2-merkaptoetanol. Czesciowsg de-
proteinizacje izolowanych komplekséw przeprowadza-
no przy uzyciu trypsyny. Otrzymane preparaty DNP
rozpuszezano w roztworze 0,15 M NaCl — 0.015 M
cytrynian sodu a nastepnie okreslano zawarto$é biat-
ka zgodnie z metoda Lowry. Uzyskane roztwory kom-
plekséw DNP stanowily w badaniach odpowiednie
uklady antygenowe. W celu okre§lenia stopnia depo-
limeryzacji DNA w plemnikach z nacienia przecho-
wywanego w temperaturze 18—20°C lub cieklym azo-
cie, jako uklady antygenowe stosowano rowniez roz-
twory DNP inkubowane przez 2 godz. w temperaturze
37°C z mieszaning enzymoéw nukleolitycznych: dezo-
ksyrybonukleaza (DNAaza): rybonukleaza (RNAaza) w
stezeniu 100 ng kazdego z wymienionych enzymoéw
na 10 mg biatka.

Immunizacje krélikéw przeprowadzono podajac
zwierzetom domiesniowo odpowiednie dawki antyge-
nu (0,6 mg bialka na dawke) zmieszane z réwna obje-
toscig kompletnego adjuwantu Freunda (prod. Cefarm).
Zastosowano schemat immunizacji podany przez To-
doroviec i wsp. (10). Surowice odpornosciowe uzyski-
wano z krwi pobranej od krélikéw po 7 i 14 dniach
od ostatniej iniekeji antygenu zas surowice kontrolne
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7 kryvi pgbranej bezposrednio przed rozpoczeciem im-
munizacji.

W wyniku zastosowania roéinych ukladéw antyge-
nowych otrzymano nastepujace surowice odpornoscios
we:

1. Surowica przeciw DNP z plemniké6w nasienia
$wiezego, rozcieniczonego roztworem Kiev T.

2. Surowica przeciw DNP z plemnikéw nasienia roz-
cienczonego (Kiev I), przechowywanego przez 48 godz.
w temperaturze 18—20°C.

3. Surowice przeciw DNP z plemnikéw nasienia
swieiero oraz przechowywanego w ukladzie Kiev I,
po traktowanin preparatéw DNAazy i RNAazy.

4. Surowica przeciw DNP z plemnikéw nasienia
Swiczego, rozcienczonego roztworem Salamon.

5. Surowica przeciw DNP z plemnikéw nasienia roz-
cienczonego wg Salamon, przechowywanego w ciek-
lym azocie przez 24 godz.

6. Surowice przeciw DNP izolowanym z plemnikéw
nasienia przed i po zamrozeniu, poddanym trawieniu
enzymami nukleolitycznymi.

zyskano réwniez surowice odpornosciowe przeciw
plazmie nasienia, przemytym plemnikom, trypsynie,
mieszaninie enzyméw nukleolitycznych.

Do badan wlasciwosei immunologicznych izolowa-
nych komplekséw DNP zastosowano metode podwdj-
nej dyfuzji w zelu agarozowym wedlug Ouchterlony.

Wyniki i omowienie

Wilasciwosei antygenowe komplekséw DNP,
izolowanych z plemnik6w nasienia knura bez-
posrednio po pobraniu i rozciericzeniu oraz po
48 godz. przechowywaniu w rozcienczalniku
Kiev I, ilustruja ryc. 1lai 1b.

W reakeji DNP plemnikéw $wiezych z homo-
logiczng antysurowica obserwowano tworzenie
sie dwu wyraznie zaznaczonych lukéw precy-
pitacyjnych (ryc. la), za§ w odpowiadajacej
reakeji z uzyciem DNP plemnikéw przechowy-
wanych — jednego uku precypitacyjnego
(rye. 1b).

W obu przypadkach nie stwierdzano reakeji
pomiedzy kompleksami dezoksyrybonukleopro-
teidéw a surowicami kontrolnymi.

Dwugodzinna inkubacja DNP plemnikow
przechowywanych z mieszaning DNAazy i
RNAazy prowadzila do zwiekszenia ilosci kom-
ponentéw antygenowych w inkubowanych pre-
paratach (ryc. 2 1 3). Tego typu zmian nie stwier-

.

Ryc. la. Podwdjna immunodyfuzja zelowa w ukladzie:

centralny zbiorniczek — DNP plemnikoéw $wiezych

(Kiev I); boczne zbiorniczki — 1, 2, 3-antysurowica

przeciw DNP plemnikéw $wiezych (Kiev I), 4 — su-
rowica kontrolna

Ryc. 1b. Podwoéjna immunodyfuzja zelowa w ukladzie:

centralny zbiorniczek — DNP plemnikéw przechowy-

wanych (Kiev I); boczne zbiorniczki — 1, 2, 3-aniy-

surowica przeciw INP plemnikéw przechowywanych
(Kiev I), 4 — surowica kontrolna
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Ryc. 2. Podwojna immunodyfuzja zelowa 'w uktadzie:
centrainy zbiorniczek -—— DNP plemnikéw przechowy-
wanych + enzymy (Kiev I); boczne zblorniczki — 1,
3-antysurowica przeciw DNP plemnikdéw przechowy-
wanych + enzymy (Kiev I), 2,4 — surowica kontrolna

Ryc. 3. Podwdjna immunodyfuzja zelowa w ukladzie:

centralny zbiorniczek — antysurowica przeciw DNP

plemnikéw przechowywanych -+ enzymy (Kiev I);

boczne zbiorniczki — 1-DNP plemnikéw przechowy-

wanych + enzymy (Kiev I), 2-DNAaza + RNAaza,

3-DNP plemnikéw przechowywanych (Hiev 1), 4 —
trypsyna
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dzano w przypadku dzialania enzyméw nu-
kleolitycznych na kompleksy dezoksyrybonu-
kleoproteidowe izolowane z plemnikéw swie-
zych (ryc. 4).

Rye. 4. Podwéjna immunodyfuzja zelowa w ukladzie:

centralny zbiorniczek — antysurowica przeciw DNP

plemnikéw fwiezych + enzymy (Kiev I), boczne zbior-

niczki — 1 — DNP plemnikéw Swiezych -+ enzymy

(Kiev 1), 2 — DNAaza + RNAaza, 3 — DNP plem-

nikéw przechowywanych - enzymy (Kiev I), 4 —
trypsyna

Nalezy nadmienié, ze preparaty enzymatyczne
stosowane w postepowaniu laboratoryjnym
(trypsyna, DNAaza, RNAaza) wykazywaly wlas-
ciwosci antygenowe demonstrujace sie ,,wzmoc-
nieniem” jednego z lukéw precypitacyjnych
(ryc. ).

Ryc. 5. Podwéjna immunodyfuzja zelowa w ukladzie:

centralny zbiorniczek — antysurowiea przeciw DNAazie

i RNAazie; boczne zbiorniczki — 1 — DNP plemnikow

$wiezych + enzymy (IKiev I), 2 — DNAaza + RNAaza,

3 — DNP plemnikéw przechowywanych -+ enzymy
(Kiev I), 4 — DNAaza + RNAaza

We wszystkich przebadanych preparatach
DNP nie stwierdzano obecnoéci biatek antygeno-
wych odpowiadajacych plazmie nasienia czy tez
przemytym plemnikom.

Badania dotyczace porownania wlasciwosci
antygenowych dezoksyrybonukleoproteidow
izolowanych z plemnikéw nasienia Swiezego
oraz zamrozonego w cieklym azocie wskazuja,
ze zastosowana obrdbka technologiczna prowa-
dzi do znacznego stopnia depolimeryzacji nu-
kleoproteidéw, demonstrujacej sig oslabieniem

lub zamaskowaniem aktywnosci antygenowej
izolowanych kompleksow (rye. 6a, 6b).
Inkubacja DNP plemnikéw nasienia mrozone-
go z enzymami nukleolityeznymi wyraznie sty-
muluje ich wlasciwosei antygenowe, poprzednio
slabo zaznaczone (rye. 7). Tym niemniej, zarow-

Ryc. 6a. Podwéjna immunodyfuzja zelowa w ukladzie:
centralny zbiorniczek — DNP plemnikéw przed mro-
zeniem (Salamon); boczne zbiorniczki — 1, 2, 3 — an-
tysurowica przeciw DNP plemnikéw przed mrozeniem
(Salamon), 4 — surowica kontrolna

Rye. 6b. Podwojna immunoedylfuzia zelowa w ukladzie:

centralny zbiorniezek — DNP plemnikéw po mrozeniu

(Salamon); boezne zbiorniczki — 1, 2, 3-antysurowica

przeciw DNP plemnikéw po mrozeniu (Salamon), ¢ —
surowica kontrolna

Rye. 7. Podwojna immunodyfuzja zelowa w ukiadzie:

centralny zbiorniczek — DNP plemnikoéw po mroZeniu

-F enzymy (Salamon); boczne zbiorniczki — 1, 3-anty-

surowica przeciw DNP plemnikéw po mrozeniu -+ en-
zymy (Salamon), 2,4 — surowica konirolna
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no liczba jak i lokalizacja lukéw precypitacyj-
nych sg wyraznie rézne od uzyskiwanych dla
DNP plemnikéw przed mrozeniem (ryc. 8). W
tym ostatnim przypadku dzialanie nukleaz po-
wodowalo jedynie nieznaczne zmiany wlasci-
wosel  antygenowych kompleksow DNP. W
preparatach DNP z plemnikow §wiezych jak i po
mrozeniu wystepowaly pozostalosci enzymow
nukleolityecznych, powodujace ,,wzmocnienie”
luku precypitacyjnego, zlokalizowanego najbli-
zej zbiorniczka centralnego (ryc. 9).

Ryc. 8. Podwo6jna immunodyfuzja zelowa w ukladzie:

centralny zbiorniczek — DNP plemnikéw przed mro-

zeniem (Salamon); boczne zbiorniczki — 1-antysuro-

wica przeciw DNP plemnikéow przed mrozeniem (Sa-

lamon), 2 — surowica kontrolna, 3,4 — antysurowica

przeciw DNP plemnikéw przed mrozeniem -+ enzymy
(Salamon)

Rye. 9. Podwo6jna immunodyfuzja zelowa w ukladzie:

centralny zbiorniczek — antysurowica przeciw DNAazie

i RNAazie; boczne zbiorniczki — 1 — DNP plemnikéw

przed mrozeniem + enzymy (Salamon), 2 — DNAaza

+ RNAaza, 3 — DNP plemnikéw po mrozeniu + en-
zymy (Salamon), 4 — DNAaza + RNAaza

Uzyskane rezultaty badan wskazuja, ze prze-
chowywanie nasienia knura, zar6wno w tempe-
raturach dodatnich jak i ujemnych, prowadzi do
istotnych zmian depolimeryzacyjnych w nukle-
oproteidach plemnikéw, wplywajac tym samym
na aktywnos$¢ immunogenng tych kompleksow.
Stad wlasciwosci antygenowe DNP swiezych 1
przechowywanych plemnikéw knura zdecydo-
wanie 16znig sie miedzy soba.

Oprocz DNA aktywno$é immunogenna wyka-
zuja rowniez biatka zasadowe plemnikow.
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Kolk i Samuel (6) wyizolowali z plemnikéw
czlowieka dwa bialka zasadowe, o ruchliwosci
elektroferetycznej zblizonej do histondéw plem-
nikéw buhaja, charakteryzujace sie silnymi
wlasciwosciami antygenowymi. Nalezy przy-
puszczaé, ze zwigzana z procesami starzeniowy-
mi depolimeryzacja nukleoproteidéw glowki
plemnika moze maskowaé lub indukowaé¢ ak-
tywnos¢ antygenows omawianych komplekséw.

Przebieg reakeji immunologicznej wydaje sie
by¢ uzalezniony od stanu, rodzaju i liczby wig-
zan chemicznych istniejacych pomiedzy DNA i
biatkiem.

Z przeprowadzonych przez nas badan wynika,
ze przechowywanie plemnikéow prowadzi do
znacznego oslabienia wzajemnych odzialywan
pomiedzy DNA 1 bialkami zasadowymi gléwki.
We wszystkich bowiem przypadkach inkubacji
DNP plemnikéw przechowywanych z enzyma-
mi nukleolitycznymi obserwowano zréznicowa-
nie mozaiki antygenowej badanych preparatéw.
Zjawisko to moglo byé spowodowane bezpo-
$rednim odzialywaniem nukleaz na laricuchy po-
linuklectydowe DNA, w efekcie ktorego docho-
dzilo do zmian determinant antygenowych ca-
Iych komplekséw nukleoproteidowych.

Wydaje sie, ze poczynione obserwacje moga
mieé¢ duze znaczenie praktyczne. Wskazujg bo-
wiem na szybkie zmiany starzeniowe materialu
genetycznego przechowywanych  plemnikdw
knura, co stanowi¢ moze przyczyne nasilonej
$§miertelnosci zarodkowej, obserwowanej u swin
zwlaszcza w przypadku stosowania nasienia
mrozonego.

Badania Golyszewa i wsp. (2) dotyczace prze-
zywalnosci zarodkéw $wini przy stosowaniu do
zaplodnienia nasienia mrozonego wskazuja, ze
do zwiekszonej $miertelnosci zygot dochodzi w
pdzniejszych etapach ich rozwoju. Potwierdza-
toby to wezesdniejszg sugestie Harta i Salisbury
(9), zgodnie z ktoérg obecnosé¢ zestarzalego ma-
terialu genetycznego meskiej komorki plciowej
decyduje o hamowaniu procesu biosyntezy bial-
ka w rozwijajacej si¢ zygocie na etapie trans-
lacji.

Wyniki przeprowadzonych przez nas badan
wskazuja na zmiane struktury antygenowej ma-
terialu nukleoproteidowego izolowanego z prze-
chowywanych plemnikéw knura w pordéwnaniu
z kompleksami nukleoproteidowymi plemnikéw
Swiezych.
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Crimlexger E., CoMureascxaa . — MuMynoornycenue
CBOJiCTBa fe3oKcupuGonyxieomnporengor (DNP), mzoian-
POBAHHLIX M3 CBEeXKNUX M XPAHHMBIX KHBUYKMKCB XPHKA.

MerTtomoM ABOSHON Aud@y3Mn B arapcBoM reJie Cpan-
HUBaJNM aHTUTI'eHHBIe CBCHcTBA DNP, M36IMPOBaHHBIX U3
KUBYMKOR XPAKA, NIOJNYUEHHBLIX HEIICCPEeACTBEHHO IIC-
cie pas3baBileHMsA CeMEeHM, a TAKXKE XPAHMMbBIX KUBUN-
KOB (48 4acoB B TeMneparype 18—20°C B cucteme pas-
6aBuTens Kues I uaM 3aMODOIKCHHEIX B KUJAKOM a30Te
mo Mmetoay CamamoH). Pesyabrarsr uMmMmyHOAUGDY3IUA
yKazamyu Ha CyLIeCTBEHHble U3MEeHEHUA AaHTUTEHHOM
CTPYKTYPEI DNP, M30JIMPOBAHHBIX M3 XPAHUMDLIX FKUB-
YMKOB IO cpaBHeHMIO ¢ DNP CcBeXXUX KUBUUKOB.

CrnenyeT npeAmoaraTh, 4To ObICTPOe CTapeHMe reHe-
TUYECKOI'0 MaTepPraja XPaHMMBIX IKUBUMKOB MOIKET
ABJATLCA IIPUYMHON MHTEHCUMBHOM SMOpMOHAILHOM
cMepTHOoCTY, HabiromaeMort ocobeHHO B Ciaydae mnpuMe-
HeHMA CEMEHM, 3aMOPAazKMBAeMOr0 B KIUIKOM a30Te.

Strzezek J., Smigielska J. — Imunelogical characteris-
tics of deoxyribonucleoproteins (DNP) isolated from
fresh and stored boar spermatozoons,

The antigenic characteristics of DNP isolated from
fresh boar spermatozoons and those stored at 18—20°C
for 48 hours (diluent Kiev I or frozen in liquid nitro-
gen acc. to Salamon’s method) were compared by me-
ans of the gel-agarose double diffusion technique. The
findings showed that essential changes were observed
in the antigenic structure 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.

PROFILAKTYKA | HIGIENA PRODUKCII
ZWIERZECE]J

MILCZYSEAW MAJEK, ANDRZEJ WANDURSKI
Szamocin

Spostrzezenia nad zwalczaniem

leptospirozy $win w fermie przemystowej

Leptospiroza w duzych skupiskach $§win moze
stanowi¢ powazny problem epizootyczny, eko-
nomiczny, a takze epidemiologiczny (2, 6, 7). W
niniejszym doniesieniu przedstawiono wyniki
zwalczania leptospirozy $win poprzez leczenie
stada podstawowego streptomycyna.

Material i metody

Obserwacje przeprowadzano w fermie przemysto-
wej typu Gi-Gi w miejscowosei ,,S”. Wiosna 1973 r.
ferme zasiedlono $winiami uznanymi na podstawie
testow serologicznych za wolne od leptospirozy. W
trakcie badan kontrolnych 3366 loch i knurdéw ze sta-
da podstawowego w 1974 r. ujawniono 390 $win reagu-
jacych serologicznie na leptospiroze, co stanowilo
11,6% badanych zwierzat. Wszystkie te $winie zgodnie
z obowigzujgca woéwezas instrukejg Ministerstwa Rol-
nictwa (4) wyeliminowano z hodowli. W 1975 r. pod-
czas badan 3501 $win ze stada podstawowego ujaw-
niono i w wiekszo$ci zlikwidowano 488 loch i knu-
réw, co stanowilo 13,9% badanych. Od pazdziernika
1975 r. udzial reagentdéw zaczagl gwaltownie wzrastaé
osiggajac w styczniu 1976 r. 55,6% przebadanych swin.
Pomimo tego nie obserwowano ronien na tle lepto-
spirozy. W tej sytuacji odstgpiono od eliminowania
reagentow, gdyz grozito to zakl6ceniami w technologii
rozrodu i zachwianiem produkcji. Natomiast w po-
rozumieniu z Ministerstwem Rolnictwa wprowadzono
leczenie knuréw, loch i loszek remontowych strepto-
mycyng.

W dniach 7—10 czerwca 1976 r. dokonano leczenia
stada podstawowego fermy ,,S”. Kazdej $wini wsirzyk-
nieto dwukrotnie w odstepie 48 godzin po 4,0 strep-
tomycyny w 40 ml piynu fizjologicznego. Ponadto kaz-
da samica przerzucana ha poroddéwke otrzymywalta
jednorazowo 4,0 streptomycyny w 40 ml plynu fizjo-
logicznego.

Wyniki

Na ryc. 1 przedstawiono wystepowanie sero-
reagentow w okresie jednego roku przed zasto-
sowaniem leczenia — od czerwca 1975 do maja
1976 r. i w ciggu roku po zastosowaniu leczenia
streptomycyna tj. od czerwca 1976 do maja
1977 r. Przed leczeniem najwyzszy odsetek se-
roreagentow obserwowano zima i jesienig (sty-
czen 55,6%, listopad 38,9%, pazdziernik 28,8%,
luty 28,5%). Po przeprowadzonej kuracji stwier-
dzono wydatny spadek odsetka seroreagentéw

miesiqee
Rye. 1. Odsetek swin reagujgcych serologicznie na

leptospiry. A — przed leczeniem, B — po leczeniu
streptomycyng
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