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Aktywność inhibitorów okrosyny w plozmie

podczos zomrożonio nosienio buho jów w ciekłym
ozocie *)

z zakladu Biochemii Instytutu Fizjologii i Biochemii zwietząl wydzialu zootechnicznego AR-T w olsztynie

Zwtązane z wewnętrzną błoną akrosomu en-
zyrny trypsynopodobne, określane mianem ak-
rosyny lub proteinaz akrosom,owych, w plemni-
kach ssaków do momentu kapacytacji występu-
ją w formie nieaktywnych proenzymów lub tez
twotzą również nieaktywne połączenia ze swo-
istymi inhibitorami, występującymi w akroso-
mo\Mym regionie komórki (1, 5, 6, 18, 19). Bio-
chemiczny mechanizm powstawania jak i dyso-
cjacji kompleksu - akrosyna-inhibitor akrosy-
ny - nie został dotychczas poznany. Rozpad
omawianego kompleksu zacbodzi najprawdopo-
dobniej podczas procesu kapacytacji (5, 6, 10,
16,19).

Obecność inhibitorów akrosyny stwierdzono
również w plazmie nasienia wielu gatunków
zwierząt, przy czyrn formy molekularne inhi-
bitorów plazmowych odpowiadają występują-
cym w akrosomach plemników (2, 3, 7, l0, 12,
17). Plazmowe inhibitory proteinaz akrosomo-
wych syntetyzowane są przez komórki nabłon-
kowe męskiego układu rozrodczego, głównie
przez gTlczoły pęcherzykowe, najądrza i jądra
(4, 11, 13).

Z plazmy nasienia oraz ekstraktów akroso-
mowych ejakulowanych plemników buhaja wy-
izolowano dwa, stabilne w środowisku kwaś-
nym (pH 2,7-3,0), pol,ipeptydowe inhibitory
akrosyny, określane odpowiednio jako BUSI-I
i BUSI-II (2). Dominująca w plazmie forma
BUSI-I jest znacznie silniejszym inhibitorem
proteinaz akrosomowych w poró,*,naniu do wy-
stępującej głównie w obrębie akrosomu formy
BUSI-II. Wydaje się, że jedną z funkcji inhibi-
torów plazmowych jest szybka inaktywacja ak-
rosyny uwalnianej z uszkodzonych plemników,
zabezpieczająca białka nasienia i tkanki układu
rozrodczego przed proteolizą.

Technologia zarnrażania nasienia w ciekłym
azocie prowadzić moze do zrnuarr morfologicz-
nych w plemnikach oraz wyraźnego zwiększe-
nia przepuszczalności błon plazmatycznych tych
komórek i związanego z powyższym ,,wycieku"
enzymów akrosomu i wstawki do środowiska
zewnątrzkomórkowego (B).

Przypuszczalnie w omawianych przypadkach
dochodzić może również do zmian aktywności
inhibitorów akrosyny w plazmie, spowodowa-

*) Praca wykonana w ramach problemu resortowego Mi-
nistersitwa Rołnictwa nr 419E, koordynowane8o przez Insty-
tut zootechniki w krakowie.
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nych ,,wyciekiem" inhibitorów z akrosomu lub
teżłączeniem się inhibitorów plazmowych z pro-
teinazami akrosomowymi uwalnianymi z plem-
ników. Celowym więc wydawało się prześledze-
nie zachowania się aktywności inhibitorów ak-
rosyny w plazmie podczas obróbki technologicz-
nej nasienia buhajółv, z równoczesnym określe-
niem przydatności tego typu badań dla kontroli
prawidłowości przebiegu procesu zamrażanLa
nasienia w, ciekłym azocie.

Materiał i metody
Materiał do badań stanowiło nasienie pobierane od

buhajów rozpłodowych, użytkowanych w PZVZ w
Olsztynie, oraz od młodych, około 12 miesięcznych
buhajków, pochodzących z Wychowalni w Wopławce
woj. olsztyńskie, Nasienie pobierano od zwierząt w
miesiącach marzec-czerwiec, Zamrażanie prób w
ciekłym azocie przeprowadzano zgodnie z powszech-
nie stosowaną technologią. l\a poszczególnych eta-
pach obróbki technologicznej badanego materiału
rvykonywano oznaczanie aktywności inhibitorów a-
krosyny w plazmie lub płynie nadosadowym, posłu-
gując się metodą spektrofotometryczną (2), przy za-
stosowaniu chlorowodorku estru etylowego N-u-ben-
zoyl-a-argininy jako substratu. Uzyskane wyniki po-
dano w jednostkach na ml plazmy. Jako jednostkę
aktywności inhibitora przyjęto taką jego iiość, która
hamowała lrydrolizę 1 uM substratu w ciągu 1 minu-
ty, w temperaturze 25oC.

Próby do analizy biochemicznej przygotowywano
zgodnie z niżej opisaną, sprawdzoną w naszym labo-
ratorium metodą, zabezpleczającą plemniki przed u-
szko,dzeniem. Nasiernie umieszczano w pnooówkach
plastikowych lub szklanych silikonowych i wstępnie
odwirowywano przy 600 X g, przez 20 minut, w tem-
peraturze 5oC. Oclciągnięty supernatant wirowano po-
ńownie przez 30 minut, w tempel,aturze 5oC przy
14 000 X g. Uzyskarry nadsącz przeclrowywano lv
temperaturze -20oC do czasu wykonania pomiarów.

Wyniki i omówienie
Aktywność inhibitorów akrosyny w plazmie

nasienia buhajów rozpłodowych, bezpośrednio
po pobraniu prób, wynosiła 25,7 + 3,4 U/ml (tab.
1). W nasieniu młodych 12-miesięcznych buhaj-

Tab. 1. Aktywność inhibitorów akrosyny (U/mI)
w plazmie nasienia buhajów rozpło,dowych

n:25 l;l."lrrgl f
Nasienie świeże
Nasien,ie rozcieńczone
Nasieni,e ekwilibrowane l

Nasienie zamrażaLrre
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ków uzyskiwano wartości zrtacznie niższe, wy-
noszące średnio l9,7 + 10,3 U/ml (tab. 2A). }Ta
poszczególnych etapach obróbki technologicznej
nasienia, pochodzącego od zwierząt obu grup,
obserwowano wzrost aktywności inhibitorów w
plazmie, zaznaczający się szczegóinie wyraźnie
na etapie rozcieńczania, w przypadku prób po-
branych od buhajów rozpłodowycb,, oraz na eta-
pie zarnrażania nasienia młodych buhajów.
Stwierdzono ponadto zrvaczne róznice w indy-
widualnej wrażIiwości poszczegóInych prób na-
sienia zwierząt obu grup na proces obróbki
teclrnologicznej, wyrażające się wzrastającymi
wartościami średniego odchylenia standardowe-
go i współczynnika zmienności.

Tab, 2. Ak,tywność inhibitorów akr.osyrry (Ulml)
w plazmie nasienia młodych buhajów

A.
n:50 l"l."|"zl r

Ńasienie świeże I rs,r | 10,3 | 52,4 | +o,roa
Nasienie r,ozcieilczone I ez,s ] 15,9 | 4B,2 | +o,rog
Nasienie ekwilibrowa.ru I ss,s I rs,r | 53,4 | +0,15?
Nasienie zamrażane I sz,z l zo,z I ss,+ | -o,tas

n:27
swleze
Ilozclenczo,ne

Nasienie ekwilibrowane 31,6l 16.1] 50,g

Nasienie zamtażarte I so,s I rs,z l 65,2

Nasienie zamrażane l łs,z | 17,5 | 3B,8

W dostępnej literaturze nie zna]eziono danych
porównawczych, dotyczących aktywności inhi-
bitorów akrosyny w plazmie nasienia buhajów
iak również zachowania się tego wskaźnika na
poszczegóInych etapach technologii mroŻenia na-
sienia.

Obserwowana w badaniach własnych niższa
wyjściowa aktywność inhibitorów w plazmie
nasienia młodych buhajów, w porównaniu do
stwierdzanej u buhajów rozpłodorvych, pozosta-
rvać może w bezpośrednim związku z ich syn-
tezą w męskim układzie rozrodczym. Przema-
wia za tym fakt, że spośród 50 przebadanych
prób nasienia młodych buhajów w 27 przypad-
kach wvjściowa aktywność inhibitorów w plaz-
mie była znacznie niższa od wartości średniej
wyliczanej dla całej grupy (tab. 2A), zaś w po-
zostałych 23 próbach - zbliżona do obserwo-
wanej w grupie buhajów rozpłodowych (tab, 2C).

Stwierdzana na poszczególnych etapach mro-
żenia nasienia buhajów rozpłodowych dodatnia
korelacja pomiędzy koncentracją plemników
(mln/ml) a aktywnością inhibtorów akrosyny
w plazmie (U/ml) wydaje się wskazywać na
uwalnianie inhibitorów z akrosomów, spowodo-
wane najprawdopodobniej uszkodzeniem Iipo-
proteinowych błon plemników podczas obróbki
technologicznej nasienia,

Powyższa sugestia znajduje pewne uzasadnie-
nie w badaniach Zaneveld i wsp. (15, 18), zgod-
nie z którymi bezpośrednio po ejakulacji docho-
dzi do absorbowania się występujących w plaz-
mie inhibitorów akrosyny na powierzchni błony
plazmatycznej plemnika, zaś obecny na terenie
akrosomu kompleks akrosyna-inhibitor akrosy-
ny ulegać moze dysocjacji w pH 3,0.

Nalezy przypvszczać, że podczas zamtażania
nasienia buhajów dochodzi do rozpadu ww.
kompleksu i ,,wycieku" inhibitorów z uszko-
dzonych działaniem niskich temperatur plem-
ników oraz uwalniania omawianych substancji
z powierzchni błony plazrnatycznej. Stopień
wzrostu aktywności inhibitorów akrosyny w
płynie nadosadowym na poszczególnych eta-
pach obróbki technologicznej nasienia świad-
czvłby więc o wielkości uszkodzenia błon plem-
ników.

W odróżnieniu od nasienia buhaiów dorosłych
uwalnianie lub ,,wyciek" inhibitorów z plem-
ników młoclych buhaiów zachodzi równiez bez-
pośrednio po pobraniu prób. Potwierdzałoby to
nasze lvcześnieisze obserwacje, wskazujące na
dużą wtażIiwość lub niedojrzałość błon męskich
komórek płciowvch, pochodzących od 72-76
miesięcznych buhaiów (9).

Na podstawie wyników uzyskanych w prze-
prołvadzonych przez nas badaniach dość trudno
jest wnioskować, jaki wpłvrv może mieć obser-
wowany podczas mrożenia nasienia buha,iów
wzrost aktywności inhibitorów akrosyny w plaz-
mie na zdolność zanładniającą nlemników. W
warunkach i,n uźtro inaktywacja 1ub uwalnianie
inhibitorów z kompleksowych połączeń z prote-
inazami akrosomowymi zachodzi dopiero pod-
czas kapacvtacii plemników rv żeńskim układzie
rozrodczym. Stąd ekstrakty akrosomowe uzy-
skiwane z plemników kapacytowanych charak-
teryzują się znacznie wyższą aktyłvnością akro-
syny w porównaniu z obserwowaną w ekstrak-
tach plemników ejakulowanych (14).

Można przypuszczać, że obserwowany w ba-
daniach własnych wzrost aktywności inhibito-
rów w plazmie pozostaje w bezpośrednim związ-
ku ze spowodowaną czynnościami technologicz-
nymi, zbyt wczesną aktywacją proteinaz akro-
sornowych, obniżającą zdolność zapładniającą
plemników.

Z powyższych względów oznaczanie aktyw-
ności inhibitorów akrosyny w plazmie stanowić
powinno istotny wskaźnik w ocenie jakości na-
sienia, przeprowadzanej przez laboratorium Za-
kładów unasieniania zwierzat.

x v%

Nasi,enie L2,1 5.3 43,9

Na,sienie 30,1 50,7

Nasienie rozcieńczone
Nasienie ekwilibrowane 36,5|1B.9|51.?
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Śmigielska J., Strzeżek J. - The activity of acrosine
inhibitors in sernen plasma in the course of f,reezing
of bull's §emen in a liquicl nritrogen.

The activitv of acrosine inhibitors in semen plasma
and supernatant was determined spectrophotometri-
callv on various stages of bull's semen freezing.

It was found a significantlv 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 clearlv marked increase
of the activitv of the inhibitors on particular staqes
of semen freezing. The observed changes can point
to crvobiochemic destruction of spermatozoons, cau-
sing a leak of acrosine inhibitors of their detaching
from plasmatic membranes of spermatozoons.

in vitro Histomonos
1895)

cena ies1; przez niektórych autorów do dziś (16).
Nieco nóźniej Delapne wykorzvstał do hodowli
H. meleuqrźdis podłoże, przygotowane przez
Dobella i Laidlawa do namnażania Entamoeba
hźstolEtica (2, cvt. 13).

Nowych możliwości namnażania żn użtro H.
meleagridżs dostarczylv podjęte w 1960 r. ob-
Serwacje Lessera (B). Badacz ten pierwszy wy-
korzystał do hodowli wiciowca płyn tkankowy
Parkera, wzbogacony surowicą i skrobią ryżo-
wą (9), Na tej pozywce Lund i wsp. (14)
utrzymywał H. meleagrżdżs w hodowli żn uitro
przez ponad 1000 przesiewów, PÓŹniejsze ob-
serwacje Lessera wykazaly zależność namnaża-
nia się H. meleagrżdźs od występowania w po-
siewach i rodzaju flory bakteryjnej (11, 72),
której zniszczerrie pociąga zwykle za sobą, co
wykazało wielu badaczy, obumieranie wiciow-
ca (l, 4, 5, 6, 14), Niemniej Lesser po zastoso-
waniu pożyr,vki, zawierającej poza płynem Par-
kera, surowicą i skrobią ryżową również jony
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Obserwocje nod hodowlq
meleogridis (Snnith,

z zakladu chorób Drobilr Tnstytutu chor'b zakaźnych i Inwazyjnych wydziatu Weterynaryjnego
AR w Lublinie

Zagadnienie namnażania źn ożźro wiciowca
Histomonas meleagri,dźs (Smith, 1B95), etiolo-
gicznego czynnika zakaźneqo za,palenia ielit śle-
pych i wątrobv rr ptaków grzebiących, bvło
przedmiotem badań od dość darvna. Pierwsze
próbv w tym kierunku podiał w 7924 r. Drboh-
lav (cvt. 13). Badacz ten sporządził do namnaża-
nia H. meleagridżs podłoże dwufa_zowe, w któ-
rym fazę stałą stanowił koagulat białka iaja ku-
rzego lub aqar odżvwczy ,a fazę płynną bulion
mięsnv wzgl. ołvn Loeke'a. Podłoże Drbohlava
zmodvfikował Tyzzer (cvt, 13), używając jako
fazy płynnej surowicę końską, wzbogaconą do-
datkiem skrobi rvżowej. Zkolei Bayon i Bishop
(cyt. 13) przygotowali pożvwkę iednofazową,
którą stanowiła surowica bvdleca, rozcieńczona
płynem Rinqera. Następnie DeVolt (cyt. 13)
zastosował do namnażania II. meleagrżdżs płvn
Locke'a, zalkalizowany przy pomocy NaOH
i wzbogacony surowicą indyczą oraz skrobią ry-
żową; sporządzona przez DeVolta pozywka zale-
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