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Aktywnos$¢ inhibitorow akrosyny w plazmie
podczas zamrazania nasienia buhajow w ciektym
azocie )

Z Zakladu Biochemiil Instytutu Fizjologii i Biochemii Zwierzat Wydzialu Zootechnicznego AR-T w Olsztynie

Zwigzane z wewnetrzng blona akrosomu en-
zymy trypsynopodobne, okreSlane mianem ak-
rosyny lub proteinaz akrosomowych, w plemni-
kach ssakéw do momentu kapacytacji wystepu-
ja w formie nieaktywnych proenzymow lub tez
tworza réwniez nieaktywne polaczenia ze swo-
istymi inhibitorami, wystepujacymi w akroso-
mowym regionie komérki (1, 5, 6, 18, 19). Bio-
chemiczny mechanizm powstawania jak i dyso-
cjacji kompleksu — akrosyna-inhibitor akrosy-
ny — nie zostal dotychczas poznany. Rozpad
omawianego kompleksu zachodzi najprawdopo-
dobniej podczas procesu kapacytacji (5, 6, 10,
16, 19).

Obecno$¢ inhibitoréw akrosyny stwierdzono
réwniez w plazmie nasienia wielu gatunkoéow
zwierzat, przy czym formy molekularne inhi-
bitoréw plazmowych odpowiadaja wystepuja-
cym w akrosomach plemnikéw (2, 3, 7, 10, 12,
17). Plazmowe inhibitory proteinaz akrosomo-
wych syntetyzowane sa przez komoérki nablon-
kowe meskiego ukladu rozrodczego, glownie
przez gruczoly pecherzykowe, najadrza i jadra
(4, 11, 13).

Z plazmy nasienia oraz ekstraktéw akroso-
mowych ejakulowanych plemnikéw buhaja wy-
izolowano dwa, stabilne w s$rodowisku kwas-
nym (pH 2,7—3,0), polipeptydowe inhibitory
akrosyny, okreS§lane odpowiednio jako BUSI-I
i BUSI-II (2). Dominujgca w plazmie forma
BUSI-I jest znacznie silniejszym inhibitorem
proteinaz akrosomowych w poréwnaniu do wy-
stepujacej gléwnie w obrebie akrosomu formy
BUSI-II. Wydaje sie, ze jedng z funkeji inhibi-
torow plazmowych jest szybka inaktywacja ak-
rosyny uwalnianej z uszkodzonych plemnikéw,
zabezpieczajaca bialka nasienia i tkanki uktadu
rozrodeczego przed proteolizg.

Technologia zamrazania nasienia w cieklym
azocie prowadzi¢ moze do zmian morfologicz-
nych w plemnikach oraz wyraznego zwieksze-
nia przepuszczalno$ci blon plazmatycznych tych
komoérek i zwigzanego z powyzszym ,,wycieku”
enzymow akrosomu i wstawki do $rodowiska
zewnatrzkomoérkowego (8).

Przypuszezalnie w omawianych przypadkach
dochodzi¢ moze réwniez do zmian aktywnoseci
inhibitorow akrosyny w plazmie, spowodowa-
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nych ,,wyciekiem” inhibitoréw z akrosomu lub
tez Yaczeniem sie inhibitoréw plazmowych z pro-
teinazami akrosomowymi uwalnianymi z plem-
nikéw. Celowym wiec wydawalo sie przesledze-
nie zachowania sie aktywnos$ci inhibitorow ak-
rosyny w plazmie podczas obrébki technologicz-
nej nasienia buhajéw, z réwnoczesnym okresle-
niem przydatnosci tego typu badan dla kontroli
prawidlowos$ci przebiegu procesu zamrazania
nasienia w cieklym azocie.

Material i metody

Material do badan stanowilo nasienie pobierane od
buhajéw rozplodowych, uzytkowanych w PZUZ w
Olsztynie, oraz od mlodych, okoio 12 miesiecznych
buhajkéw, pochodzgcych z Wychowalni w Woplawce
woj. olsztynskie, Nasienie pobierano od zwierzgt w
miesigcach marzec—czerwiee, Zamrazanie préb w
cieklym azocie przeprowadzano zgodnie z powszech-
nie stosowang technologig. Na poszczegélnych eta-
pach obrobki technologicznej badanego materialu
wykonywano oznaczanie aktywnosci inhibitoréw a-
krosyny w plazmie lub plynie nadosadowym, posiu-
gujac sie metodg spektrofotometrycznag (2), przy =za-
stosowaniu chlorowodorku estru etylowego N-a-ben-
zoyl-a-argininy jako substratu. Uzyskane wyniki po-
dano w jednostkach na ml plazmy, Jako jednostke
aktywnos$ci inhibitora przyjeto taka jego ilo$é, ktéra
hamowata hydrolize 1 uM substratu w ciggu 1 minu-
ty, w temperaturze 25°C.

Proby do analizy biochemicznej przygotowywano
zgodnie z nizej opisang, sprawdzong w naszym labo-
ratorium metoda, zabezpieczajaca plemniki przed u-
szkodzeniem. Nasienie umieszczano w prooéwkach
plastikowych lub szklanych silikonowych i wstgpnie
odwirowywano przy 600 X g, przez 20 minut, w tem-
peraturze 5°C. Odciagniety supernatant wirowano po-
nownie przez 30 minut, w temperaturze 5°C przy
14 000 X g. Uzyskany nadsacz przechowywano w
temperaturze —20°C do czasu wykonania pomiaréw.

Wyniki i oméwienie

Aktywnos$é inhibitorow akrosyny w plazmie
nasienia buhajoéw rozptodowych, bezposrednio
po pobraniu prob, wynosila 25,7+ 3,4 U/ml (tab.
1). W nasieniu mlodych 12-miesigecznych buhaj-

Tab. 1. Aktywno$é inhibitoréw akrosyny (U/ml)
w plazmie nasienia buhajéw rozplodowych
n=25 | x | sx | vg |
Nasienie §wieze | 25,7 | 3.4/ 1344 —0,143
Nasienie rozcienczone | 357 | 14,9 | 41,9 | -10,291
Nasienie ekwilibrowane | 32,4 | 18,8 | 58.2 | 0,383
Nasienie zamrazane | 83,2 | 19,9 | 59,9 | 0,389
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kow uzyskiwano warto§el znacznie nizsze, wy-
noszace $rednio 19,7+ 10,3 U/ml (tab. 2A). Na
poszezegodlnych etapach obrébki technologiczne]
nasienia, pochodzacego od zwierzat obu grup,
obserwowano wzrost aktywnosci inhibitoréw w
plazmie, zaznaczajgcy si¢ szczegdlnie wyraZnie
na etapie rozcienczania, w przypadku préb po-
branych od buhajéw rozplodowych, oraz na eta-
ple zamrazania nasienia mlodych buhajow.
Stwierdzono ponadto znaczne roéznice w indy-
widualnej wrazliwosei poszczegolnych préb na-
sienia zwierzat obu grup na proces obrobki
technologicznej, wyrazajace sie wzrastajacymi
wartosciami $redniego odchylenia standardowe-
go 1 wspodlezynnika zmiennosci.

Tab. 2. Aktywno$§é inhibitoréw akrosyny (U/iml)
w plazmie nasienia miodych buhajéow

A,
n=50 x | sx | vg| «r
Nasienie §wieze 197 | 10,3 | 52,4 | +o,108
Nasienie rozcienczone 32,5 \ 15,9 | 48,2 | -+0,168
Nasienie ekwilibrowane | 33,9 | 18,1 | 53,4 | 40,157
Nasienie zamrazane | 37,7 ‘ 20,2 [ 53,4 | —0,185
B.
n=27 | = | sx | v¢
Nasienie $wieze 12,1 | 5.3 | 43,9
Nasienie rozcieficzone [ 30,1 152 | 50,7
Nasienie ekwilibrowane | 31,6 | 16,1 | 50,9
Nasienie zamrazane l 30,3 | 19,7 | 65,2
{2,
n=23 | % | sx | ¥
Nasienie §wieze | 285 | 71| 250
Nasienie rozcienczone 35.3 | 167 | 47,8
Nasienie ekwilibrowane 36,5 I 18,9 l 51,7
Nasienie zamrazane \ 45,2 | 17,5 | 38,8

W dostepnej literaturze nie znaleziono danych
porownawczych, dotyczacych aktywnosci inhi-
bitoréw akrosyny w plazmie nasienia buhajow
jak réwniez zachowania sie tego wskazZnika na
poszezegdlnych etapach technologii mrozenia na-
sienia.

Obserwowana w badaniach wlasnych nizsza
wyjSciowa aktywnosé inhibitoréw w plazmie
nasienia mlodych buhajéw, w poréwnaniu do
stwierdzanej u buhajow rozplodowych, pozosta-
waé moze w bezposrednim zwigzku z ich syn-
tezg w meskim ukladzie rozrodczym. Przema-
wia za tym fakt, ze sposrdéd 50 przebadanych
préb nasienia mlodych buhajow w 27 przypad-
kach wyjsciowa aktywnosé inhibitorow w plaz-
mie byla znacznie niZzsza od wartoéci $redniej
wyliczanej dla calej grupy (tab. 2A), za§ w po-
zostalych 23 probach — zblizona do obserwo-
wanej w grupie buhajow rozplodowych (tab. 2C).

Stwierdzana na poszczegdlnych etapach mro-
Zzenia nasienia buhajéw rozplodowych dodatnia
korelacja pomiedzy koncentracjg plemnikéw
(mln/ml) a aktywnoscig inhibtoréw akrosyny
w plazmie (U/ml) wydaje sie wskazywas na
uwalnianie inhibitoréw z akrosomoéw, spowodo-
wane najprawdopodobniej uszkodzeniem lipo-
proteinowych blon plemnikéw podczas obrébki
technologicznej nasienia.

Powyzsza sugestia znajduje pewne uzasadnie-
nie w badaniach Zaneveld i wsp. (15, 18), zgod-
nie z ktérymi bezposrednio po ejakulacji docho-
dzi do absorbowania sie wystepujacych w plaz-
mie inhibitoréw akrosyny na powierzchni blony
plazmatycznej plemnika, za§ obecny na terenie
akrosomu kompleks akrosyna-inhibitor akrosy-
ny ulegaé¢ moze dysocjacji w pH 3,0.

Nalezy przypuszczaé, ze podczas zamrazania
nasienia buhajow dochodzi do rozpadu ww.
kompleksu i ,,wycieku” inhibitoréw z uszko-
dzonych dzialaniem niskich temperatur plem-
nikow oraz uwalniania omawianych substancji
z powierzchni blony plazmatycznej. Stopien
wzrostu aktywnosei inhibitoréw akrosyny w
plynie nadosadowym na poszczegélnych eta-
pach obrobki technologicznej nasienia $wiad-
czylby wiec o wielkodci uszkodzenia blon plem-
nikow.

W odréznieniu od nasienia buhajéw dorostych
uwalnianie lub ,wyciek” inhibitoréw z plem-
nikéw mlodych buhajéw zachodzi réwniez bez-
posrednio po pobraniu préb. Potwierdzaloby to
nasze wczedniejsze obserwacje, wskazujgce na
duza wrazliwo$é lub niedojrzalosé bton meskich
komérek plciowych, pochodzacych od 12—16
miesiecznych buhajow (9).

Na podstawie wynikéw uzyskanych w prze-
prowadzonych przez nas badaniach dos¢ trudno
jest wnioskowaé, jaki wplyw moze mieé obser-
wowany podczas mrozenia nasienia buhajow
wzrost aktywnosei inhibitoréw akrosyny w plaz-
mie na zdolno$é¢ zapladniajgca plemnikéw. W
warunkach in vitro inaktywacja lub uwalnianie
inhibitoréw z kompleksowych polgczet z prote-
inazami akrosomowymi zachodzi dopiero pod-
czas kapacytacji plemnikéw w zenskim uktadzie
rozrodczym. Stad ekstrakty akrosomowe uzy-
skiwane z plemnikéw kapacytowanych charak-
teryzuja sie znacznie wyzszg aktywnoscig akro-
syny w porownaniu z obserwowang w ekstrak-
tach plemnikéw ejakulowanych (14).

Mozna przypuszczaé, ze obserwowany w ba-
daniach wlasnych wzrost aktywnosci inhibito-
row w plazmie pozostaje w bezposrednim zwigz-
ku ze spowodowana czynno$ciami technologicz-
nymi, zbyt wczesng aktywacja proteinaz akro-
somowych, obnizajaca zdolnosé zapladniajgca
plemnikow.

Z powyzszych wzgledow oznaczanie aktyw-
nodci inhibitoréw akrosyny w plazmie stanowié
powinno istotny wskaznik w ocenie jako$ci na-
sienia, przeprowadzanej przez laboratorium Za-
ktadéw Unasieniania Zwierzat.
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Ingrish H., Werle E.:‘

Covurenberag 1., Crinexxex E. — AKTHBHGCTH MHIH-
'ﬁMTOpOB AKPOCHHA B NJa3ME€ BO BpPpeM:A 3aMOPOXKIKBa-
HEm ceMeny CGLIKOB B KUAKOM a30Te.

Ha oTaenbHbIx STamax 3aMOPaXKMBAHUSA CEeMEHU OnI-
KOB OHNpEeAeNAaJyu aKTHUBEOCTb MHTUOMTODOB aKpPOCHMHA B
nnasMe MAIM B HAACCANOTHON IXMAKOCTU NTONbL3YACH
CIIEKTPOOOTOMETPUUECKUM METOIOM.

OOHAPYRKMIM 3HAYMTEIHHO HUBIIYID MCXOIHYIO aK-
TUBHOCTh MHTMOUTOPOBE aKPOCUHA B IIJIa3ME CEMEHM MO-
JOObIX ObLIKOB TI0 CPaBHEHUIO C OLIKaMM-IIPOM3BOIM-
TeJaAMM. ¥ IKUBOTHBIX O0emX TPYHON IIOoKaszaJdu OTYeT-
JIUBBIM POCT AKTUBHOCTM WHTHMOGUTOPOB Ha OTACIBHBIX
gramax TEeXHOJIOTUM 3aMopazkmBaHus ceMmenu. Habmro-
JaeMble M3MEHEHUS BPOAE YKAa3bIBAIOT Ha KPUOOMOXU-
MMYECKOe TIOBDEerRKJeHue XUBUMKOB. B pe3yibTare 9Tux
VI3MEHEHUI caenyer ,BhITeKaHuue” UMHTUOUTODOB M3 aK-
POCOM MM WX OTHIelJIelire OT MIJa3MaTHMUecKux 060-
JI0YUEeK IKUBYUKOB.

Smigielska J., Strzezek J. — The activily of acrosine
inhibitors in semen plasma in the course of freezing
of bull’s semen in a liquid mitrogen.

The activity of acrosine inhibitors in semen plasma
and supernatant was determined spectrophotometri-
cally on various stages of bull’s semen freezing.

It was found a significantly lower initial activity
of acrosine inhibitors in the semen of young bulls in
comparison to that in reproductors. In both groups
of animals there was noted a clearly marked increase
of the activity of the inhibitors on particular stages
of semen freezing. The observed changes can point
to cryobiochemic destruction of spermatozoons, cau-
sing a leak of acrosine inhibitors of their detaching
from plasmatic membranes of spermatozoons.
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Obserwacje nad hodowlg in vitro Histomonas
meleagridis (Smith, 1895)

Z Zakladu Choréb Drobiu Instytutu Choréb Zakasnych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego
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Zagadnienie namnaZzania in ovitro wiciowea
Histomonas meleagridis (Smith, 1895), etiolo-
gicznego czynnika zakaznego zapalenia jelit §le-
pych 1 watroby u ptakéw grzebiacych, bylo
przedmiotem badann od do$é dawna. Pierwsze
proby w tym kierunku podjat w 1924 r. Drboh-
lav (cyt. 13). Badacz ten sporzadzil do namnaza-
nia H. meleagridis podloze dwufazowe, w ktd-
rym faze stalg stanowil koagulat biatka jaja ku-
rzego lub agar odzywezy a faze plynna bulion
miesny wzgl. plyn Locke’a. Podloze Drbohlava
zmodyfikowal Tyzzer (cyt. 13), uzywajgc jako
fazy pltynnej surowice koriskg, wzbogacona do-
datkiem skrobi ryzowej. Z kolei Bayon i Bishop
(cyt. 13) przvgotowali pozywke jednofazows,
ktéra stanowila surowica bydleca, rozcieniczona
plynem Ringera. Nastepnie DeVolt (cvt. 13)
zastosowal do namnazania H. meleagridis vlvn
Locke’a, zalkalizowany przy pomocy NaOH
i wzbogacony surowicg indycza oraz skrobig ry-
zowa; sporzadzona przez DeVolta pozywka zale-
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cana jest przez niektérych autoréow do dzis (16).
Nieco pézniei Delappe wykorzystal do hodowli
H. meleagridis podloze, przygotowane przez
Dobella i Laidlawa do namnazania Entamoeba
histolytica (2, cyt. 13).

Nowych mozliwo$ci namnazania in vitro H.
meleagridis dostarczyly podjete w 1960 r. ob-
serwacje Lessera (8). Badacz ten pierwszy wy-
korzystal do hodowli wiciowca plyn tkankowy
Parkera, wzbogacony surowica i skrobia ryzo-
wa (9). Na tej pozywce Lund i wsp. (14)
utrzymywal H. meleagridis w hodowli in vitro
przez ponad 1000 przesiewéw. Pédzniejsze ob-
serwacje Lessera wykazaly zalezno$é namnaza-
nia sie H. meleagridis od wystepowania w po-
siewach i rodzaju flory bakteryjnej (11, 12),
ktérej zniszezenie pocigga zwykle za soba, co
wykazalo wielu badaczy, obumieranie wiciow-
ca (1, 4, 5, 6, 14). Niemniej Lesser po zastoso-
waniu pozywki, zawierajacej poza plynem Par-
kera, surowicg i skrobig ryzowa réwniez jony



