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Peroksydaza glutationowa (GSH-Px, EC
1.11.1.9) jest enzymem katalizujacym utle-
nianie zredukowanego glutationu (GSH) z jed-
noczesnvm rozkladem nadtlenkow. Przy nie-
doborze GSH-Px i GSH gromadza si¢ nadtlen-
ki organiczne i nadtlenek wodoru, szkodliwe
dla blon komérkowych (3). Niedobor GSH-Px
zaliczany jest do enzymopatii uwarunkowanych
genetycznie, glowny zas objaw kliniczny to
wystepujaca sklonnosc do hemolizy (4). Takze
poziom GSH w tkankach wydaje sie byc uwa-
runkowany genetycznie, gdyz np. we krwi
czlowieka okreslony poziom GSH dziedziczy
sie jako cecha autosomalna dominujaca (8).
U owiec o niskim poziomie GSH w erytrocy-
tach stwierdzono zwiekszong podatnos¢ zaréw-
no na anemie, jak i zamieralnose jagniat, a
w krwinkach czerwonych znajdowalo sie duzo
cialelk Heinza (16, 17).

Plemnikobojeze nadtlenki lipidow i nadtle-
nek wodoru tworza sie w meskim ukladzie
rozrodezvm w procesach fizjologicznych, mie-
dzy innymi w biosyntezie prostaglandyn w do-
datkowych gruczolach plciowych (15). Takze
7z martwych plemnikow buhaja dochodzi do
uwalniania oksydazy L-aminokwasow, enzymu
katalizujacego reakeje utleniania L-tyrozyny,

L-fenyloalaniny oraz L-tryptofanu, bedacych
skladnikami plazmy nasienia (10). Jednym z

koncowych produktow tej przemiany jest nad-
tlenek wodoru (9).

W nasieniu buhaja aktywnos¢ zaleznej od
selenu peroksydazy glutationowe] stwierdzono
glownie w plazmie nasienia, a tylko sladowa
w plemnikach (2, 14). Aktywnosé wymienione-
go enzymu wplywa dodatnio na liczbe plem-
nikow morfologicznie nie zmienionych (1). Zre-
dukowany glutation wystepuje Zarowno w
plazmie nasienia buhaja, jak 1 w plemnikach
(13).

Biorac pod uwage, ze nasienie buhaja nie
zawiera katalazy lub tylko jej Sladowa aktyw-
nos¢, obecnosé peroksydazy glutationowej 1
zredukowanego glutationu moze by¢ w warun-
kach tlenowych czynnikiem zabezpieczajacym
plemniki przed uszkodzeniami. Celem pracy
bylo zbadanie aktywno$ci peroksydazy gluta-
tionowej i poziomu zredukowanego glutationu
w nasieniu z uwzglednieniem roznic wystepu-
jacych pomiedzy buhajami.

#) Praca wykonana w ramach podprogramu CPBP 05.06.1
,Fizjologiczne mechanizmy regulacji rozrodu”
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Badania przeprowadzono na 20 buhajach pochodzg-
cych od 7 ojeow. Buhaje byty uzytkowane rozptodowo
w SHIiUZ Kocierzowy. Aktywnosé GSH-Px okreslono
w 120 pelnych ejakulatach, zas poziom GSH w -214
zardwno w plemnikach, jak i plazmie nasienia. Od
kazdego buhaja pobrano przynajmniej 5 ejakulatow.
Aktywnosé GSH-Px oznaczano wediug adaptowanej
metody Paglia i Valentin’a (7) w modyfikacji Hopkin-
sa i Tudhopa (5). Zasadg pomiaréw aktywnosci byla
reakcja zuzywajagca NADPH,, w ktorej utleniony glu-
tation (GSSG) powstaly pod wplywem obecnej w na-
sieniu GSH-Px i egzogennej reduktazy glutationowej,
zostal zredukowany z rownoczesnym utlenieniem ko-
enzymu, Aktywnosé enzymu mierzono spadkiem ek-
stynkeji przy 340 nm zwiazanej z obnizeniem sie za-
wartosci NADPH, zuzytego do redukcji GSSG. W
celu oznaczenia GSH-Px, 0,1 ml ejakulatu rozcien-
czano w 0,9 ml 15 nM buforu fosforanowego pH 17,8,
wirowano 15 minut w temperaturze 4°C przy 2000 g
i ptyn znad osadu stosowanego do oznaczen. Miesza-
nina reakcyjna zawierala 50 pl supernatantu, 2,4 ml
0,15 M buforu fosforanowego pH 7.0 z dodatkiem
1 mM azydku sodu. Pg 10 minutach preinkubacji w
temperaturze pokojowej, dodawano 0,2 ml 0,15 M
GSH, 02 ml 4,2 mM NADPH, i 1 jednostke reduktazy
glutationowej. Roztwor ten inkubowano w ciggu 5
minut w 23°C. Reakeje zapoezatkowano dodaniem
0.1 ml 2.2 mM nadtlenku wodoru w przyvpadku ozna-
czania aktywnos$el zaleznej od selenu GSH-Px, cal-
kowitej zag 1.5 mM nadtlenkiem kumenu (8), Spadek
ekstvnleejl rejestrowano co 5 minut. Miarg aktyw-
nodcl byla ilo§¢ umoli utlenionezo NADPH./min/ml
nasienia, po odjeciu ilogei  utlenionego NADPH; w
reakeii nieenzymatycznej. Przy obliczaniu aktywnosal
GSH-Px postuzono sie  wspolezynnikiem eksiynkcii
molarnej wynoszacej dla NADPH. 62 mM-' em-',

Szezegdlowe postepowanie  metodyczne odnosnie
GSH opisano w poprzednie] pracy (13)

W statvstveznej analizie wynikow, obliczono Sred-
tie arytmetycezne (X) i odchylenia standardowe (s).
W celu wykazania zmiennoscl osobniczej na analizo-
wane cechy nasienia zastosowano metode analizy
warianeji jednoczynnikowej w ukladzie niegriogonal-
nym

Wyniki i oméwienie

Pomiar aktywnos$ci enzymu z zastosowaniem
jako substratu nadtlenku kumenu wykazal, ze
srednia  aktywnos$é calkowitej peroksydazy
glutationowej (GSH-Px) w ejakulatach buha-
jow wyniosla 13,0 do 26,2 umole/ml, z tego
biatka enzymatycznego zwiazamego z selenem
(nadtlenek wodoru, jako substrat) 3.7 do 85
umole/m] (tab. 1). Aktyvwnos¢ enzymu bezse-
lenowego stanowilo 46,8 do 77,5% caltkowite]j
aktywno$ci GSH-Px. Nie zwiazana z selenem
peroksydaze glutationowa identyfikuje sie, ja-
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Tab. 1. Aktywno$¢ calkowitej i zaleinej od selenu peroksydazy glutationowej oraz pozicm zredukowanego
glutationu w nasieniu buhajow

Peroksydaza gluiaiionowa zredukowany glutation

Nazwa Nazwa

ojca  buhaja catkowita S¢-zolgino miz-Se-zalkeZno plemniki  ptozma nasienia
buhajow (umole/ml) {(umole/ml) (%cotkowiie]) {nmole/1 0%pl) AuM)
n = 5 x 5 n x 5 x S
Kius 6 237 37 74 08 70,4 47 28,5 M,ua 287 17,0
Kiamaut © 24,8 4,5 7.9 4,0 63,8 11 29,4 40,4 280 54
Kigjn- Korsorx 6 322 A6 56 4.2 7%,8 10 82,3 44,0 343 89
histen Kieszcz 6 252 48 83 4.1 67, 10 267 TA 284 50
Kolec 6 262 4,9 T4 D02 74,8 40 9269 7,2 216 38
Kiusak 6 240 3,4 54 43 17,5 8 27.5 46 26,0 6,5
Kramik 6 249 35 85 08 60,9 s =260 $0 286 10
Eiyl ¢ 433 2,4 6,4 08 54,2 3 24,5 85 281 59
Etol Fron 6 140 35 37 13 73,6 A 235 67 264 5.4
Egal 6 43,0 37 50 4.8 81,5 13 236 400 250 Bk
Elew £ 13,2 37 47 0,9 B4, 4 14 23,5 8.8 22,3 6.4
Rywal 6 144 32 50 4.4 64,6 16 366 47,8 290 8,9
Roland Romel 5 456 3,3 83 09 48,8 8 407 252 2.5 5%
Radar 5 44,9 .45 54 22 63,8 5 24,0 44,9 49,0 2.4
2 Fantom 6 146 3,5 50 1.4 65,8 16 307 43,5 267 6,5
Finol Loz 5 444 A7 48 05 66.7 5 260 33 246 2.8
Pawnee Prom T 257 47 83 1.2 §7.8 9 349 44,6 250 55
Farm Pak 7 2583 6.4 7.9 4.0 68.8 7T 30,8 7,2 23,5 4.8
frans Filut & 247 4,3 66 06 73,3 A, 28,5 445 245 5.9
Meclbert Adok 17 462 3.6 6.2 2.2 61,8 A6 23,0 46,2 247 5.0

Tab.

2. Analiza wariancji dla aktywnosci catkowitej i zaleZnej od selenu peroksydazy

slutationowej oraz

poziom zredukowanego glutationu w nasieniu buhajow

Aktywnobé peroksydazy giutationowej

Poziom, zredukowanego glutalionu

Rodza) . = —= 0
amien- catkowita 5 ~ zaleLna plernniki plazma nosienyva
roscL n’ : 52 F 52 3 n’ ,52. £ s'z F
Roznice 49 46435 oM B9 853 49 23334 4,43 62,50 4,54
osobnicze
Biad A0 46,55 4,56 494 16319 44,34

Objasnienia: n’ — liczba stopni swobody, S* — Sredni kwadrat, F — wartosé testu F, xx — istotna przy p<8,01.

ko jedna z transferaz -S glutationu bioraca rza (74.8%), najnizszy zas u Romela (46,8%) i

udzial w przenoszeniu zredukowanego gluta-
tionu przez blony (11). Niedobér selonu w die-
cie powoduje spadek aktywnosci Se GSH-Px,
przy czym nastepuje rekompensacyjny wzrost
aktywnosci nie-Se GSH-Px (18).

Posrod przebadanych ejakulatow najwyzsza
aktywnosé calkowita GSH-Px stwierdzono w
nasieniu buhaiéw o nazwie: Kolec (26,2 pmole/

Etyla (54,2%).

Najwyzsza zawartos¢ GSH wykazano w plem-
nikach buhajéw o nazwie: Romel (40,7 nmolif
[10¢ plemnikow) i Rywal (36,6 nmoli/10° plem-
nikow), najnizsza zas u Egala (23,6 nmoli/10°
plemnikéw) oraz Etyla (27,3 nmoli/10° plem-
nikow). Stezenie pozakomoérkowego GSH naj-
wyzsze bylo w ejakulatach buhajow o nazwie:

fml) i Kleszez (25,2 pmole/ml) oraz Prom Korsarz (31,3 xM), Rywal (29,0 uM), Klus
(25,7 pumole/ml) i Pak (25,3 gmole/ml), najniz- (28,7 uM), Kleszez (28,1 pM) oraz Klamut
szg za$ w ejakulatach Egala (13,0 wmolefinl), (28.0 uM). najnizsze zas w plazmie nasienia

Elewa (13,2 pmole/ml) oraz Etyla (13,3 pmole/
fml). Zalezna od selenu GSH-Px byla najak-
tywniejsza w nasieniu buhajow: Kramika (8,5
umole/ml), Kleszcza (8,3 umole/ml) oraz u Ero-
na (3,7 umole/ml), Elewa (4,7 umole/m}) i Feza
(5 umolefml). W przebadanych ejakulatach
procentowy udziat enzymu niezaleinego od se-
lenu byt najwyzszy u Klusaka (77,5%) 1 Korsa-

buhaja Radara (19,0 uM),
oraz Paka (23,5 uM).

Analiza warianeji (tab. 2) wykazala istotny
wplyw osobniczy na aktywnosé catkowite]
(p<0,01) i zaleznej od selenu (p<0,01) pero-
ksydazy glutationowej, brak za$§ wplywu osob-
niczego na poziom zredukowanego glutationu
zarowno w plemnikach, jak i plazmie nasie-
nia (p=>0,05).

Elewa (23,3 pM)
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Z przeprowadzonych obserwacji nad zroézni-
cowaniem indywidualnym aktywnosci GSH-Px
w nasieniu buhaja wynika, ze Kleszcz i Kolec
pochodzace od Kleinhistera oraz Prom i Pak
od Pawnee Farm, charakteryzowaly sie na]—
wyzsza aktywnoscig calkowue] GSh-PX, zas
buhaje: Egal, Elew, Etyl i Eron pochodzace od
Etola najnizsza. Enzym zwiazany z selenem
najaktywniejszy byl w ejakulatach buhajow o
nazwie: Kramik i Kleszcz od ojca Kleinhistera
i najmniej aktywny u Erona i Elewa pocho-
1*acych od Etola. Obserwacje te wskazuja, ze
ak tywnosc peroksydatywna nasienia buhaja
moze by¢ W pewnym stopniu determinowana
«vnetyczme.

W plazmie nasienia najwyzisze stezenie zre-
dukowanego glutationu wykazano w ejakula-
tach takich buhajéw jak: Korsarz, Klus,
Kleszcz oraz Klamut od ojca Kleinhistera. Naj-
nizsza zawartose GSH w plemnikach stwier-
dzono u syndéw buhaja o nazwie Etol, najwyz-
gza zas u Rywala i Romela od ojca Rolanda.

Poziom GSH rowniez rozny w ejakulatach
od roznych buhajow nie wydaje sie byé uwa-
runkowany genetycznie w takim stopniu, jak
sktywnost peroksydazy glutationowej. Przy-
puszczalnie zatem okreslenie tendencii gene-
tycznych, dotyczacych roznic w poziomie GSH
w nasieniu buhajow, mozliwe bedzie po prze-
prowadzeniu obserwacji na  wiekszej liczbie
potomstwa od tego samego buhaja.

Wnioski

1. Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej w
ejakulatach buhajow wykazuje wyrazng zmien-
nos¢ osobnicza, zmiennodci tej brak w pozio-
mie zredukowanego glutationu zaréwno w
piemnikach, jak i plazmie nasienia.

2. W nasieniu buhajéw 46,8 do 77,3% cal-
kowitej akfywnosci peroksydazy glutationowej
stanowi biatke enzymatyczne nie zwiazane z

selenem.
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Cnasera P. Jsackoscxaa T. Cocunrckag I. — Bum-
fAHfe WHANBHAYAJBHOM X3MEYMBOCTH Ha AKTHMBHOCTL
PIOTATHOHOBGH IMepOoKCHIA3Bl M YPOBEHB pPEaYNIPO-
BaHHOLO ITOTATHOHZ B ObIYBEM CEMEHIH

Onpegenmniy aKTUMBHOCTD IIOJHOIR M 3aBUCHMMOI OT
CeJIeHa IJIITaTHMOHOBONM IIEPOKCUIA3bl B OBIYBMX 3AKY-
JISATax, a TaKkke YPOBEHbB DPeNylLi{pPOBAIIHOTO TIHTI-
THOHA KaK B KMBIYMKAX, TaK M B I1Ja3mMe CeMeHu,

lloxazanu cyuectBenzoe (p<0,01) MHOAMBUAYaAIEHOE
BIMAHME Ha aKTUBHOCTb MOJHOW M 3aBUCUMOM OT Ce-
JeHa TJIOTATMOAOBOM IIePOKCUAA3BI. JTOM M3MEHUINBO~
CT¥ HET B YPOBii€ DEAYLUMPOBAHHOIO TIOTATUOHA Kak
B ZKMBYMKaX, TaKk M B ImjasMe cemeuu (p>>0,05). Ot-
METUIIM, YTO aKTUMBHOCTL IIOJIHOM TIIOTATMOHIOBOM Ie-
DORCHAa3bl cocTaBuma 13,0—26,2 pmole/Mi, 13 Ttore
AKTHMBHOCTE SH3WMaTH4eckKoro 60eJxa, CBAZAHHOTO C
ceneroM, 3,7—85 pmole/mn. Copepxanue pegyumupo-
BAHHOIO [IJIOTATUOHAE B KMBUMKAX pPaclojarajJock B
apezegax 21,3—40,7 pmole/10% KUBYNKOB, B MJja3Me
cexenn xe 19,0—31,3 pmole, Tlonydennsie pe3yanLTaThl
BHYIIAIOT, Y10 UHAMBUZYAJbHBIE DA3IMYMUA B aKTUB-
HOCTHU TJIFOTATHMOHOROM HNEPOKCUAA3BI B ObIYbBEM ceme-
UM MOryTh OBITH BBIZBAHLI B 3HAYUTEIBIICH CTENEeId
TEHETUYCCKUMNY BIAMIHUAMI.

Staweta R., Laskowska T., Sosinska G. — Effeci of
individual variability on the activity of glutathione
peroxidase and the level of reduced glutathione in
sperm of bulls

The activity of a total gnd selenium dependent
glutathione peroxidase in ejaculates of bulls and the
level of reduced glutathione both in spermatozoons
and in plasma semen were determined. It was found
a2 statistically significant individual (<C0.01) influ-
ence of the activity of a total and selenium depen-
dent glutathione peroxidase. This variability in the
ievel of reduced glutathione both in spermatozoons
and in plasma semen 1is lacking (p>0.05). It was
found that the activity of a total glutathione pero-
xidase was 13.0—26.2 nmol/ml and the activity of
selenium dependent enzymatic protein was 3.7—8.5
umol/ml. The content of a reduced glutathione in
spermatozoons was 21.3—40.7 umol/10% spermatozoons,
and in plasma semen 19.0—31.3 pM. These results
suggest that some individual differences in the acti-
vity of glutathione peroxidase in bull semen may re-
sult from genetical differences.

REIM K. A, BULL R. W, COFFMAN P. RASKIN

R. E. — Profile immunologiczne u kotéow z frwalym
naturalnym zakaZeniem wirusem bialaczki. (Immune-
logic profiles of cats with persistent, naturally

acquired feline leukemia virus infection). Am. J. vet.
Res. 47, 1935—1939, 1986 (9)

Okreslono liczbe leukocytéow, limfocytow, wytwa-
rzanie rozetek E i EAC,_ proliferacje limfocytow, po-
ziom I18G u kotéw zdrowyech 1 zakazonych trwale
wirusem bialaczki kociej (FeLV) z wiremig i bez
wiremii, Nie wykazano statystycznie istotnych réz-
nic miedzy obydwoma grupami zwierzagt w poziomie
krwinek bialych, odsetku limfocytéw i monocytow,
proliferacji limfoblastycznej, tworzeniu rozetek i ste-
zeniu IgG. Wszystkie koty z wiremia nie wykazywaly
przy tym zadnych zaburzen klinicznych. Syndrom
niedoboru immunologicznego nie wystepowal u kotéw
z zakazeniem szpiku kostnego. Przyczyna wystepo-
wania tego zjawiska nie jest dotychczas wyjasniona.
Byé moze jest ona nastepstwem réznic w odpornodei
gospodarza wzglednie réinic w zjadliwosdeci rdézinych
szczepow wirusa FeLV.

G.



