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Tempo biosyntezy i degradacji kwas6w nukleinowych i nukleotydow
W procesie spermatogenezy oraz procesach dojrzewania i resorpcji plem-
nikéw w najadrzu, jak i w przypadkach rozpadu uszkodzonych glowek
plemnikéw po ejakulacji, wigze sie z obecnoscia w tkankach i plynach
meskiego narzadu plciowego enzymoéw nukleolitycznych typu DNA [14],
RNA [2, 8] i nukleotydaz [1, 7, 9]. Enzymy te chronig zapewne komorki
plciowe przed doplywem obcego materialu genetycznego.

Aktywnos$é 5’ -nukleotydazy w plazmie nasienia jest wyzsza od aktyw-
nosci pozostalych nukleaz. Pionierskie badania, dotyczgce wlasciwosci
enzymu w nasieniu zwierzat, zapoczatkowali Heppel i Hilmoe [7], izo-
lujgc 5'-nukleotydaze z plazmy nasienia buhaja. Tym niemniej, do chwili
obecnej brak jest badan w aspekcie gatunkowych réznic wlasciwoSci
biochemicznych i immunologicznych tego enzymu.

Celem pracy bylo poréwnanie wlasciwoSci 5’-nukleotydazy izolowa-

nej z plazmy nasienia. tryka i buhaja,

MATERIAL I METODY

Nasienie tryka i buhaja, otrzymane na sztuczng pochwe, o dobrej
koncentracji i ruchliwo$ci plemnikéw odwirowywano. w ciggu 15 min
przy 13 000 obrotéw/minute. Plazme nasienia zlewano znad osadu plem-
nikéw i przechowywano do czasu izolacji w temp. 253°K. Izolacji 5 -nu-
kleotydazy dokonano wedlug metody Heppela i’ Hilmoe [7], z pewnymi
modyfikacjami wlasnymi.

Aktywno$é enzymu oznaczano wg przyrostu ilosci nieorganicznego
fosforu w inkubowanych prébach w temp. 310°K i wyrazano w pmolach
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fosforu uwolnionego podczas 15-minutowej inkubacji na mg bialtka dla
enzymu tryka, za§ dla 5-nukleotydazy plazmy buhaja podczas 15-minu-
towego i 5-minutowego okresu inkubacji. Fosfor nieorganiczny oznacza-
no wedlug metody Fiske i Subbarowa ([4], za$ bialko ogélne metodg
Wiechselbauma [15]. Do oznaczania aktywno$ci 5'-nukleotydazy uzyto
nastepujgcych substratow: 5-AMP (Koch—Light), 5'-dAMP, 5-dCMP,
5-GMP, 5-UMP, 5-TMP (Calbiochem AG), ATP (O$rodek Naukowo-
-Badawczy, £.6dz), beta-glicerofosforan (Sigma).

Rozdzialow elektroforetycznych izolowanych preparatéw enzymu do-
Ronano na zelu poliakrylamidowym wg metody Ornsteina [12] i Daviesa
[3]. Ciezar molekularny okres$lono metodg cienkowarstwowej chromato-
grafii na zelu Sephadex G-200 Superfine wg instrukcji firmy Pharmacia,
stosujgc nastepujgce bialka standardowe: cytochrom c (Fluka—Buchs),
albumine surowicy bydlecej (BDH, Anglia), kazeine (BDH, Anglia), tryp-
syne (Bacto—Difco). Hydrolizaty izolowanych preparatow enzymu uzy-
skano wg ogoélnie przyjetych zasad, za$ sklad aminokwasowy okreslono
metodg wysokonapieciowe]j elekti‘ochromatograﬁi [10].

Surowice odporno$ciowe wobec 5'-nukleotydazy otrzymano, stosujgc
schemat immunizacji podany przez Huntera i Hafsa [6]. Do badan im-
munologicznych zastosowano metode podwdéjnej dyfuzji zelowej wg Ouch-
terlony oraz metode immunoelektroforezy na zelu poliakrylamidowym
[11]. Dokonano réwniez obserwacji wplywu surowic odpornosciowych na
aktywnos$é 5'-nukleotydazy plazmy nasienia tryka i buhaja. Przeprowa-

dzono wstepnie obserwacje sezonowych zmian aktywnoSci enzymu
w plazmie.

WYNIKI

Aktywno$ci specyficzne uzyskanych preparatéw 5'-nukleotydazy,
oznaczone przy pH = 8,5 i w obecno$ci jonéw magnezu, wskazujg na
rozny stopien ich oczyszezenia. Mianowicie, aktywno$¢ enzymu plazmy
buhaja byla prawie 100-krotnie wyzsza, zas z plazmy tryka tylko 9-krot-
nie wyzsza, w poré6wnaniu do aktywno$ci wyjsciowej 5’-nukleotydazy
plazmy nasienia oznaczanej wobec 5-AMP. Zaden z preparatéw nie wy-
kazywal istotnej aktywnoSci fosfatazy zasadowej oznaczonej wobec beta-
-glicerofosforanu. |

W rozdzialach na zelu poliakrylamidowym oba preparaty 5’-nukleoty-
dazy wykazywaly obecno$¢ duzej frakcji w obrebie gamma-globulin oraz
o mniejszym stezeniu w obrebie alfa-globulin (rys. 1). Frakcje te ro6znity
sie jednak ciezarem molekularnym. Ciezar molekularny gléwnej frakcji
enzymu plazmy nasienia buhaja wynosil okolo 220 000, za§ tryka okolo
110 000. Frakcja druga posiadala ciezar molekularny odpowiednio: 110 000
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Plazma nasienia Preparat 5-nukieo-  Plazma nasienia
tryka tydazy buhgja

Rys. 1. Elektroforetyczny rozdzial w zelu poliakrylamidowym bialek plazmy nasie-
nia tryka i buhaja oraz preparatu 5’-nukleotydazy

i 50 000. Nie stwierdzono istotnych roéznic w skladzie aminokwasowym
obu preparatéw. Dominowaly: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy,
lizyna, arginina, glicyna, alanina oraz leucyna i izoleucyna. Nieznaczne
réznice dotyczyly alaniny (wieksza zawarto$¢ w preparacie tryka) oraz
glicyny (dominuje w preparacie buhaja). Stwierdzono réwniez obecno$é
cystyny i metioniny.

Tak jak prawie wszystkie fosfatazy, zaré6wno 5-nukleotydaza plazmy
nasienia tryka jak i buhaja jest aktywowana jonami Mg**. Na rysun-
ku 2 przedstawiono wptyw EDTA (czynnik chelatujgcy jony magnezowe)
na aktywno$é 5'-nukleotydazy w plazmie buhaja. Juz 2 mM stezenie
EDTA w inkubowanej prébie spowodowalo obnizenie aktywnosci enzy-
mu o 40%, za§ 6 mM stezenie obnizylo te aktywnosci o 89% (W porow-
naniu z prébami bez EDTA).

Rysunek 3 przedstawia wplyw pH i jonow Mg** na aktywno$é pre-
paratéow 5’-nukleotydazy tryka i buhaja przy uzyciu jako substratu
5-AMP.

Enzym tryka (rys. 3A) posiada dwa optima pH (pH = 8,5-9,1 i pH =
= 9.7), wystepujace zaréwno w obecnosci jonéw magnezowych, jak i ich
braku, mimo obnizonej aktywnosci 5 -nukleotydazy w ostatnim przy-
padku.
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Rys. 2. Wplyw stezenia EDTA na aktywno$é¢ 5-nukleotydazy w plazmie nasienia
buhaja (0,1 M Tris-HCI pH 8,5, 0,8 mM 5-AMP, 4,85 mg biatka/ml mieszaniny in-
kubacyjnej)
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Rys. 3. Wplyw pH i jondéw magnezowych na aktywno§¢ 5-nukleotydazy: A —

5’-nukleotydaza tryka (0,24 mg biatka/ml mieszaniny inkubacyjnej), B — 5’-nukleo-

tydaza buhaja (0,057 mg biatka/ml mieszaniny inkubacyjnej); 0,1 M gli-NaOH,
2 mM 5-AMP; 1 — z dodatkiem 10 mM MgCl,, 2 — bez dodatku MgCl,
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5’-nukleotydaza buhaja posiada dwa optima pH w obecnoéci jonow
magnezowych (pH = 8,5 i pH = 9,5). Przy braku jonéw Mg++ wystgpilo
jedno optimum pH = 8,5, przy czym aktywno$¢ enzymu byla nizsza
o 16,6 procent.

Badania dotyczgce powinowactwa substratowego 5’-nukleotydazy plaz-
my nasienia tryka i buhaja przedstawiono na rysunku 4. Enzym tryka
hydrolizuje w jednakowym stopniu 5'-rybonukleotydy jak i 5°-dezoksy-
rybonukleotydy (rys. 4A4). Najwyzszg aktywno$¢ zanotowano w przy-
padku 5-UMP, najnizszg w stosunku do 5-TMP, 3’-fosforany nukleozy-
dow sa hydrolizowane prawie 5-krotnie slabiej niz 5-AMP.

A B,
30 0
25}
s 20t i
© &
N ©
2 151 N
’ o
N £
X Q
S - X
o =
€ .01 g
2 3
0.51
L
a q
H» I b

Rys. 4. Powinowactwo substratowe preparatow 5 -nukleotydazy z plazmy nasienia

tryka i buhaja: A — 5'-nukleotydaza tryka (0,16 mg biatka/ml mieszaniny inkuba-

cyjnej), B — 5’-nukleotydaza buhaja (0,057 mg bialka/ml mieszaniny inkubacyjnej);
0,1 M gli-NaOH, pH 8,5, 2 mM MgCl, i 2 mM substratu

5 -nukleotydaza buhaja (rys. 4B) nie hydrolizuje 3’-nukleotydéw ani
w pH = 8,5, ani pH = 9,5. Najsilniej hydrolizowany jest 5-AMP i pra-
wie w jednakowym stopniu 5-dAMP. Stwierdzono o okolo 23%0 stabszag
aktywnoéé enzymu w stosunku 5-GMP i 5-UMP, natomiast wobec 5'-
-TMP przy pH = 9,5 aktywnos¢ jest stabsza o okolo 46 procent. Wobec
5-dCMP aktywno$¢ jest okolo 15-krotnie nizsza anizeli wobec 5-AMP.

Interesujace dane uzyskano odno$nie do kinetyki obu preparatéw en-
zymu, ktérg przedstawiono na rysunkach 5-9. Maksymalng szybkos¢
hydrolizy 5-AMP przez enzym tryka zaobserwowano przy 2 mM ste-
zeniu 5-AMP (rys. 5). Szybko$¢ ta utrzymuje sie¢ praktycznie do 4 mM
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Rys. 5. Wplyw stezenia 5-AMP na aktywno$¢ 5°-nukleotydazy plazmy nasienia
tryka: 0,1 M gli-NaOH, pH 8,5, 10 mM MgCl,, 0,16 mg biatka/ml mieszaniny inku-
bacyjnej

stezenia 5'-AMP. Przy stezeniu 5 mM pojawia sie slabe hamowanie sub-
stratowe, ktore przy stezeniu substratu 10 mM dochodzi do 35 procent.
Stata Michaelisa—Menten, wyznaczona za pomocg pochylej Lineweave-
ra—Burka, wynosi 3,25X107¢ M (rys. 6).
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Rys. 6. Graficzne wyznaczenie stalej Michaelisa-Menten dla 5'-nukleotydazy plazmy
nasienia tryka
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Rys. 9. Graficzne wyznaczenie stalej Michaelisa—Menten dla 5'-nukleotydazy plazmy
nasienia buhaja

W przypadku 5°-nukleotydazy buhaja (rys. 7) przy niekorzystnym
stosunku enzym-—substrat, a zwlaszcza nadmiernym stezeniu enzymu
1 przy czasie inkubacji 15 min, obserwuje sie prostoliniowg zaleznos$é
szybkosci reakcji do stezenia 4 mM 5-AMP. Przy wyzszych stezeniach
substratu, a mianowicie przy 5 mM oraz 10 mM nastepuje hamowanie
substratowe, wynoszace dla wyzej wymienionych stezeh odpowiednio
16%0 i 22 procent. Taka kinetyka enzymu uniemozliwia okreslenie po-
winowactwa 5'-nukleotydazy do substratu i wyznaczenia stalej K,,. Na
rysunku 8 przedstawiono przebieg reakcji enzymatycznej przy dwukrot-
nie nizszym stezeniu enzymu i zmniejszonym do 5 min czasie inkubacji.
W takich warunkach inkubacji maksymalna szybkos¢ reakcji enzyma-
tycznej wystepuje przy 3-4 mM stezeniu 5-AMP, natomiast przy 5 mM
obserwuje sie hamowanie substratowe, osiggajgce wartos¢ 19% w po-
rownaniu z szybkoscig maksymalna.

Stala Michaelisa—Menten wyznaczona za pomocg pochylej Line-
weavera—Burka wynosi 9,1X107¢ (rys. 9).

Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym plazmy nasienia tryka i bu-
haja, a nastepnie immunodyfuzja w agarze wobec antysurowicy wskazala
na obecno$¢ w plazmie antygenéw o aktywnosci 5'-nukleotydazy w obre-
bie gamma-globulin oraz alfa-globulin (rys. 10, 11). Réwniez w przypad-
ku estraktéw plemnikow tryka i buhaja metods dyfuzji zelowej stwier-
dzono wystepowanie jednej linii precypitacyjnej (rys. 12).
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Rys. 10. Immunoelektroforeza plazmy nasienia tryka w ukladzie z surowicg odpor-
no$ciowg wobec 5'-nukleotydazy

Rys. 11. Jmmunoelektroforeza plazmy nasienia buhaja w ukladzie z surowica od-
porno$ciowa wobec 5°-nukleotydazy

Interesujgce obserwacje uzyskano w badaniach identycznosci anty-
genowych izolowanych preparatow 5 -nukleotydazy. Na rysunku. 13
przedstawiono przykladowo wynik immunoelektroforezy w ukladzie
plazma nasienia tryka—surowica odpornoSciowa wobec 5’-nukleotydazy
plazmy buhaja. Wystepowanie linii precypitacyjnych w tym przypad-
ku $wiadezyé moze o niektéorych wspoélnych determinantach antygeno-
wych 5-nukleotydazy w plazmie nasienia tryka i buhaja.

Antysurowice powodujg zmiany aktywnosci 5’-nukleotydazy (tab. 1,
2). W przypadku enzymu tryka (tab. 1) juz przy 18-krotnym stosunku
biatka surowicy odpornos$ciowej do bialka enzymu obserwuje si¢ prawie
40% hamowanie aktywnoséci 5 -nukleotydazy w poréwnaniu do aktyw-
nosci wyjsciowej. Natomiast dla antysurowicy wobec enzymu buhaja
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Rys. 12. Immunodyfuzja zelowa w
ukladzie: ekstrakt plemniké6w buhaja —
surowica odpornoSciowa wobec 5’-nu-
kleotydazy plazmy nasienia buhaja

Rys. 13. Immunoelektroforeza w ukladzie: plazma nasienia tryka — surowica od-
pornoSciowa wobec 5°-nukleotydazy plazmy nasienia buhaja

(tab. 2) maksymalny stopieA hamowania (okolo 75%0) wystepuje przy
ponad 100-krotnym stosunku bialka antysurowicy do bialka enzymu.
Przy 10-krotnie mniejszym stosunku stopien hamowania osigga takze
wysokg wartos¢ (okolo 60%0). Nie stwierdzono réznic w stopniu hamowa-
nia aktywnoSci enzymu po preinkubacji antysurowic w 56°C.
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Wplyw surowicy odporno$ciowej wobec 5’-nukleotydazy na aktywnoéé¢ enzymu
plazmy nasienia tryka

(0,1 M bufor, glicyna— NaOH, pH 8,9; 2mM MgCl,; 2 mM — 5-AMP;
0,175 mg bialka enzymu/ml préby)

Tabelal

Stosunek Aktywnos¢
Surowica bialko sur. umole P/mg/15 oL

bialko enz. min
Bez surowicy — 1,20 100
Normalna 18,8 0,94 78,3
Odporno$ciowa 17,7 0,74 61,7
Bez surowicy —- 1,16 100
Normalna 18,8 1,12 96,5
Inaktywowana 37,7 1,14 98,3
Odpornosciowa 17,7 0,74 63,8
Inaktywowana 35,4 0,74 63,8

Tabela 2

Wplyw surowicy odpornos$ciowej wobec 5’-nukleotydazy na aktywnos$¢ enzymu
plazmy nasienia buhaja

(0,1 M bufor, glicyna— NaOH, pH = 8,5; 2 mM MgCl,; 2mM 5-AMP;
0,057 mg biatka enzymu/ml préby)

Stosunek Aktywnos$¢
Surowica biatko sur. pmole P/mg/15 o

bialko enz.
Bez surowicy — 18,84 100
Normalna 115,8 16,55 87,8
Odporno$ciowa 115,8 2,92 15,5
Normalna 115,8 17,63 93,5
Inaktywowana 11,6 18,84 100
Odporno$ciowa 115,8 2,93 15,5
Inaktywowana 11,6 7,34 38,9

7 uwagi na mozliwo$é praktycznego zastosowania interesujace sa na-
sze obserwacje, dotyczace sezonowych zmian aktywnosci 5’-nukleotydazy
w plazmie nasienia tryka i buhaja oraz zmiany aktywnosci izolowanych
preparatéw przechowywanych w temp. —20°C.

Najwyzsza aktywno$¢ 5’-nukleotydazy w plazmie tryka stwierdzono
we wrze$niu, najnizszg zas w miesigcach wiosenno-letnich (kwiecien—Ii-
piec). W plazmie buhaja najwyzsze aktywnosci wystepowaly w miesig-
cach jesienno-zimowych (pazdziernik—marzec).
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Rys. 14. Wplyw czasu i sposobu przychowywania na aktywno§¢ preparatu 5’-nu-
kleotydazy z plazmy nasienia buhaja: 0,1 M gli-NaOH, pH 8,9, 2 mM MgCl,, 2 mM
5-AMP; 1 — 5’-nukleotydaza tryka przechowywana, zamrozona, 2 — nie zamrozona

Preparaty enzymu, przechowywane w stanie zamrozonym przez okres
3 miesigcy, wykazywaly spadek aktywnos$ci, wynoszgcy w przypadku
enzymu tryka 58%, za$ buhaja 36 procent. Rozmrazanie i ponowne za-
mrazanie powodowalo istotne spadki aktywnosci enzymu.

DYSKUSJA

Uzyskane wyniki badan biochemicznych i immunologicznych 5 -nu-
kleotydazy plazmy nasienia tryka i buhaja wskazaly na szereg nowych,
dotychczas nie poznanych wilasciwosci tego enzymu. Stwierdzono réw-
ni€z szereg roéznic gatunkowych, zwlaszcza jesli chodzi o wlasciwosci ki-
netyczne enzymu.

5-nukleotydaza plazmy nasienia tryka i buhaja jest aktywowana jo-
nami magnezowymi. Levin i Bodansky [9] przypisujg istotng role jonom
Mg+** w tworzeniu kompleksu enzym—substrat. Jony magnezu wigzg
zapewne reszte fosforanowag nukleotydu z odpowiednimi miejscami cen-
trum aktywnego 5-nukleotydazy, przy czym wigzanie to wg autoréow
tworzyltoby sie lub dysocjowalo w zaleznos$ci od pH Srodowiska.

Nasze wyniki potwierdzalyby te hipoteze, bowiem najwyzszg aktyw-
no$¢ enzymu tryka i buhaja uzyskano przy ekwimolarnych stezeniach
substratu i jonéw magnezowych. Tym niemniej, fakt istnienia jednego
optimum pH dla enzymu buhaja przy braku jonéw magnezowych od-
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réznia ten enzym od 5'-nukleotydazy plazmy nasienia tryka. Bowiem
dla tego ostatniego stwierdzilismy dwa optima pH réwniez przy braku
jondw magnezowych w mieszaninie inkubacyjnej. Wyniki te sugerujg
inny model hydrolizy rybonukleotydow i dezoksyrybonukleotydéw przez
5 -nukleotydaze plazmy nasienia tryka.

5-nukleotydaza tryka, w odréznieniu od enzymu buhaja, hydrolizuje,
z nielicznymi wyjgtkami, wszystkie 5-nukleotydy. Ta wlasciwo$¢ roézni
ten enzym zdecydowanie, bowiem 5'-nukleotydaza plazmy buhaja wedlug
Heppela i Hilmoe [7] oraz Levina i Bodansky’ego [9] posiada wysokg
specyficznoéé substratowg w stosunku do 5’-rybonukleotydéw, natomiast
4-10 razy nizszg w stosunku do 5’-dezoksyrybonukleotydow.

Wyniki badan aktywnosci izolowanego przez nas enzymu buhaja wo-
bec szeSciu réznych nukleotydéw potwierdzajg te dane, natomiast z dwu
przebadanych dezoksyrybonukleotydow stwierdzenie to dotyczyloby tyl-
ko 5-dCMP, nie dotyczy za$ 5-dAMP. Obserwowane niskie powino-
wactwo obu enzymoéw do 5-TMP spowodowane jest zepewne obecnoscig
grupy metylowej w pozycji 5'-pierScienia pirymidynowego. Oba enzymy -
posiadajg jednak najwigksze powinowactwo do 5-AMP jako substratu,
chociaz warto$é stalej Michaelisa dla 5’-nukleotydazy plazmy nasienia
buhaja rozni sie od wartosci podanych przez Levina Bodansky’ego [9]
oraz Buruiana i Dema [1].

Ci ostatni wykazali w plazmie nasienia buhaja obecnos¢ dwoch ty-
pow katalitycznych 5'-nukleotydazy w Zzaleznosci od jako$ci nasienia.
Jeden z tych typéw, charakterystyczny dla nasienia normalnego, posiadat
wlasciwosci kinetyczne podobne do uzyskanego przez nas preparatu 5'-
-nukleotydazy. Buruiana i Dema nie podali jednak czasu inkubacji, przy
ktorym wyznaczyli wartos¢ stalej Km enzymu. Nasze badania wykazaty,
ze 5'-nukleotydaza buhaja posiada wysoce specyficzne wlasciwosci kata-
lityczne, zwigzane ze stosunkiem enzym—substrat oraz czasem inkubacji.
Ta wlasciwoéé zdecydowanie rézni ten enzym od preparatu z plazmy
nasienia tryka.

Na podstawie naszych obserwacji nalezy stwierdzi¢, ze 5'-nukleoty-
daza tryka charakteryzuje sig mniejszg specyficznoescig substratows, po-
niewaz posiada jednakowe powinowactwo zaréwno do 5’-rybonukleoty-
dow, jak i 5’-dezoksyrybonukleotydow. Wyniki naszych obserwacji elek-
troforetycznych wskazuja wyraznie na wystepowanie w izolowanych pre-
paratach enzyméw dwoch biatek, roznigcych sie ciezarem molekularnym.
Analiza tych danych wskazywalaby na bardziej ztozong budowe prze-
strzenng 5’-nukleotydazy buhaja. Mozna przypuszczaé, ze gléwna frakcja
tego enzymu, o ruchliwosci gamma-globulin, posiada budowe tetrameru,
ztozonego z podjednostek o ciezarach molekularnych okoto 55 000, lub
dimeru zlozonego z podjednostek o cigzarze po 110 000. Ta sama frakcja

14 — Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 176
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enzymu tryka przypuszczalnie posiada budowe dimeru. Podobne roéznice
wystepujg odnosnie do frakeji o ruchliwosci alfa-globulin (monomer—
tryk, dimer—buhaj). Obserwowany w trakcie dlugotrwalego przecho-
wywania w niskiej temperaturze spadek aktywnosci enzymoéow spowo-
dowany jest przypuszczalnie zmiang ich konformacji przestrzennej, zwig-
zane] by¢ moze z obecnoscig grup SH. Nasze wstepne obserwacje wy-
kazaly bowiem w izolowanym preparacie 5 -nukleotydazy tryka cbecno$é
0,5 mola (11X107% g biatka) grup SH. Potraktowanie preparatu moczni-
kiem zwiekszalo ich zawarto$¢ do 1 mola (11X1074 g bialka). Wskazy-
waloby to na dysocjacje dimeréw glownej frakeji enzymu. Duzg role
odgrywajg zapewne stwierdzone w hydrolizatach enzymoéw aminokwa-
Sy — cystyna 1 metionina.

Nie wyjasnionym problemem jest obecnos¢ izoenzyméw 5'-nukleoty-
dazy. Hipoteza Levina i Bodansky’ego [9] odrzucala istnienie izoenzy-
mow 5’-nukleotydazy plazmy buhaja. Autorzy ci sugerowali natomiast
obecnos¢ 4 réznych miejsc aktywnych, zaleznych od pH $rodowiska.

Natomiast Buruiana i Dema [1] dfoga saczenla na zelach Sephadex
stwierdzili kilka biatek o aktywnosci 5'-nukleotydazy w plazmie nasienia
buhaja.

Nasze badania immunologiczne z zastosowaniem surowic odpornoscio-
wych wobec 5-nukleotydazy wskazujg na heterogennosé¢ tego enzymu
w plazmie nasienia tryka i buhaja. Badania identycznosci antygenowych
obu partneré6w wykazaly natomiast wystepowanie wspélnych determi-
nant antygenowych w plazmie nasienia tryka i buhaja. Wynikaé¢ to moze
ze zblizonej budowy fizyko-chemicznej obu enzymow.

Rownoczesnie wystepujgce zroznicowanie, jesli chodzi o wlasciwosci
katalityczne enzymoéw, potwierdza obecno$¢é w plazmie nasienia tych
gatunkow réznych form molekularnych 5’-nukleotydazy.

Brak danych piSmiennictwa nie pozwala poréwnaé wynikow naszych
badan immunologicznych. Jedynie Hekmann i Ruhmke [5] sygnalizowali
obecno$¢ w gruczole krokowym czlowieka dwéch antygenéw tkanko-
wych, z ktorych jeden posiadal aktywno$é 5'-nukleotydazy.

Tym niemniej, wyniki naszych badan immunoelektrycznych podwéj-
nej dyfuzji zelowej oraz reakcji hamowania aktywnosci enzymu przez
antysurowice wyraznie podkreslaly immunologiczng role 5’-nukleotydazy
w meskim narzgdzie rozrodczym. Zaréwno u tryka, jak i u buhaja,
5’-nukleotydaza pelni role antygenu plazmy nasienia oraz po ejakulacji
plemnik6w — antygenu okrywowego. Nasze wstepne badania z zasto-
sowaniem antysurowic wobec 5-nukleotydazy plazmy nasienia w ukla-
dzie z ekstraktami tkanek gruczoléw oraz jgder tryka i buhaja wskaza-
ty na pecherzyki nasienne jako gléwne zrédlo tego enzymu. Mozna przy-



BIOCHEMICZNE I IMMUNOLOGICZNE WELASCIWOSCI 211

puszczaé, ze 5 -nukleotydaza nalezy rowniez do antygenow tkankowych
narzgdu piciowego.

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze gatunkowe réznice we wlasci-
wosciach katalitycznych 5-nukleotydazy oraz zmiany sezonowe jej ak-
tywnosci w plazmie nasienia wskazujg nie tylko na istotng role w me-
tabolizmie kwaséw nukleinowych i nukleotydéw, ale réwniez sugeruj—q
genetycznie uwarunkowane powinowactwo substratowe tego enzymu do
5-nukleotydow. Z drugiej strony 5-nukleotydaza, bedgc specyficznym
antygenem tkankowym w plazmie nasienia oraz spelniajgc role antyge-
nu okrywowego plemnikéw, uczestniczy¢ moze w procesie immunizacji
samcOw w stanie patologicznym narzgdu rozrodczego. Badania wymagaja
dalszej kontynuacji.
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N o Uk e

oo

Exycu Crwedcex, Aaexcanop Boaoc

BUOXVIMUYECKUE U MMMYHOJOTMYECKNE CBOVICTBA
5-HYKJEOTUIAS3EI IIJIABMBI CEMEHU BAPAHA ¥ BBIKA

Pe3smwomMme

DH3uM 6bII M30JMPOBAH M3 IIa3Mbl ceMeHM OapaHa M ObIKa mo mMerony Xemnmend
u Xuapmoe. B cemapauMax Ha MNOJMAKPUMIAMMAHOM Kejle M30JMPOBaHHbIE SH3MMBI
TIOKa3aiy Hajauuye ABYX (bpakumii pa3HALMXCA SJEKTPO(OPETUIECKO) ! aKTMBHOCTBIO
o orTHomeHmoo K 5-AMP. Yerkue BUAOBBIe Pa3aU4YMsA YCTAaHOBJIEHBI B aKTMBHOCTU
5’-HYKJIeOoTHAa3bl B 3aBUCUMOCTM OT PH cpeAbl M HAlINMYMA MAarHMeBBIX JMOHOB B JMH-

KyOallMOHHOM CMecH.

14*
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5’-HyKJeoTHza3za IPUMHAIJIEXUT y OOOMX MCCIENYEeMbIX BUIAOB K aHTUTEHHLIM
GelKaM IJa3Mbl CEMEHM ¥ BXOAUT B COCTAB IIOKPOBHBLIX QHTUIE€HOB CIIEPMATO30MAA.

MMMYHHI)IG ChIBOPOTKM OKa3bIBAalOT 3aMETHOe 3afepiKMBarolllee BJIMAHME Ha JEMCTBUE
SH3MMa.

Jerzy Strzezek, Aleksander Wotos

BIOCHEMICAL AND IMMUNOLOGICAL PROPERTIES
OF 5-NUCLEOTIDASE OF RAM AND BULL SEMINAL PLASMA

Summary

Isolation of the enzyme from bull and ram seminal plasma was carried out
according to the methdéd of Heppel and Hilmoe. Enzymes separated on plyacryla-
mide gel were characterized by two fractions of a different electrophoretic mobi-
lity and different specific weight. Both enzymes stimulated by Mg++ ions had
different catalytic activity in respect to 5'-AMP.

Distinct species differences were observed as concerns the activity of 5-nucleo-
tidase in relation to pH and the presence'of Mg+*+* ions in the incubated mixture.

5’-nucleotidase of both species belongs to antigen proteins of seminal plasma
and is contained in the coating antigens of spermatozoon. Antiserum. against the
enzyme distincly inhibitins its activity.
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