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W badaniach nad plazmag nasienia czlowieka Leithoff i wsp. [5] opisali
11 frakcji biatkowych, z ktérych cztery przypisano najadrzu, pie¢ gru-
czolowi pecherzykowemu, dwie prostacie i dwie gruczotowi Cowpera.

W roku 1963 Herrmann i Shirren [cyt. za T] opisali 9 skladowych,
z ktorych jedna byla zwigzana ze skladowg surowicy krwi. W dalszych
doniesieniach opisano 8 skladowych, a wsréd nich: dwie kwasne fosfa-
tazy, dwie aminopeptydazy, proteaze, laktoferyne oraz dwie skladowe
o przedziale sedymentacji 1,1S i 3,7S.

Shulman i Tien Shun Li [7] opisujg 12 skladowych plazmy nasienia
cztowieka, wykrywalnych immunoelektroforetycznie, ktére dla ulatwie-
nia interpretacji zebrano w grupy oznaczone literami od A do F.

Herrmann w roku 1973 podaje [3], ze jedno z bialek oplaszczajgcych
plemniki — laktoferyna, biatko o ruchliwosci beta pochodzi z peche-
rzyk6w nasiennych, inne — o ruchliwosci alfa okazalo sie kwasng fosfa-
tazg, a jeszcze inne — takze o ruchliwosci alfa — bylo immunologicz-
nie identyczne z pepsynogenem III soku Zoladka. Podobne badania nad
plazma nasienia buhaja przeprowadzili Balbierz i wsp. [1].

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego 09.3.1., koordynowanego
przez Polskg Akademie Nauk.
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W zebranym dotychczas przez nas pi$miennictwie nie posiadamy
opracowan dotyczacych plazmy nasienia ogieréw. W obecnym doniesie-
niu przedstawiamy wyniki badan nasienia ogiera, uzyskanego frakcjami
oraz wydzielin z ogona najadrza, nasieniowodu, amputki nasieniowodu,
gruczotu pecherzykowego i gruczotu krokowego, pobranych po uboju.

MATERIAL I METODY

Badano plazme nasienia 4 ogier6w, pobieranego kilkakrotnie do
sztuczne] pochwy model Kraké6w—72, pozwalajgcej na zebranie oddziel-
nie kazdego wyrzutu nasienia w trakcie ejakulacji. Zawartosé kazdego
wyrzutu wirowano odrebnie, celem uzyskania plazmy.

Wydzieling z ogona najadrza, nasieniowodu, amputki nasieniowodu,

gruczotu pecherzykowego i gruczotu krokowego pobrano od 2 ogier6w —
po ich uboju.

Uzyskany material badano, stosujgc metode elektroforezy w zelu
krochmalowym oraz immunoelektroforeze dla okreslenia proteinogramu
1 aktywnoS$ci niektérych enzyméw w warunkach opisanych w poprzed-
nich doniesieniach [2, 6].

Ograniczona objeto$¢ wydzielin uzyskanych z poszczegélnych odcin-
kOw narzgdu rozrodczego pozwolila na przeprowadzenie wylacznie badan
immunoelektroforetycznych.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zdjecie pierwsze przedstawia proteinogram w zelu krochmalowym,
uzyskany z rozdzialu plazmy kolejnych wyrzutéw nasienia podczas jed-
nej ejakulacji. Jak wida¢, po trzech pierwszych wyrzutach ilo§é biatka
w dalszych porcjach maleje. Obraz taki wystepowal regularnie we
wszystkich pobraniach, z tym Ze wyraZne oslabienie frakcji pojawialo
sie niekiedy nieco pézniej — w czwartym lub pigtym wyrzucie nasienia.

Fotogram 2 jest obrazem zymogramoéw frakcji, wykazujacych aktyw-
nos¢ esteraz. Esterazy karboksylowe wykazujg w strefie I aktywnosé
we wszystkich porcjach frakcjonowanego nasienia, jednakze, z reguly,
od porcji pigtej aktywno$¢ ta stopniowo stabnie. Stopien tego ostabienia
jest rozny i wydaje sie zmienia¢ u réznych ogieréw, a byé moze takze
w roznych pobraniach. Wraz z zaznaczonym oslabieniem aktywnosci stre-
fy 1 pojawiaé sie moze czolowa, pojedyncza wstega aktywnosci, a jedno-
czeSnie pojawiajg sie pasma aktywnosci takze w strefie II (rys. 2). Wstegi
aktywnosci w strefie III — o ile wystepuja — sg obecne w pierwszych
porcjach nasienia i znikajg w dalszych. Fosfataza zasadowa — obecna
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Rys. 1. Proteinogram w zelu krochmalowym frakcjonowanego nasienia dwoéch ogie-
réw. Od lewej — na stanowiskach: od 1-7 ogier C, od 8-15 ogier B

Rys. 2. Zymogram aktywnoS$ci esteraz karboksylowych we frakcjonowanym nasieniu
ogieré6w. Od lewej — na stanowiskach: od 1-7 ogier C, od 8-15 ogier A

w strefie II wystepuje w porcjach pierwszych, znikajgc stopniowo w pig-
tej lub széstej (rys. 3a). Fosfataza kwasna — zajmujgca t¢ samg strefe —
daje podobny obraz jak fosfataza zasadowa i wykazuje réwniez identycz-
ng dynamike znikania w kolejnych porcjach nasienia (rys. 3b).

Immunoelektroforegram frakcjonowanego nasienia ujawnia, podobnie
jak to unaocznialy wyniki elektroforezy w zelu krochmalowym, zmiany
stezen, a niekiedy brak poszczegdlnych frakcji bialtka w kolejnych por-
cjach nasienia (rys. 4).
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Rys. 3. Zymogram zasadowej i kwa$nej fosfatazy we frakcjonowanym nasieniu
ogier6w. Od lewej — na stanowiskach: od 1-8 fosfataza kwasna, od 9-16 fosfataza
zasadowa tego samego ogiera B
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Rys. 4. Immunoelektroforegram bialek plazmy frakcjonowanego nasienia. W dotkach
startowych od lewej porcje nasienia: pierwsza i druga oraz pigta i sz6sta ogiera D;
preparat trzeci — porcja pierwsza i1 siédma ogiera C

W immunoelektroforegramach wydzielin, pobranych po uboju z po-
szczegblnych odcinkéw narzgdu rozrodczego, réznice w ilo$ci i umiejsco-
wieniu ‘frakecji bialtkowych wydajg sie charakterystyczne dla odcinkéw,
z ktérych pochodzg (rys. 5). \ :

Ogon najgdrza (rys. 5) ujawnia dwie lub trzy linie precypita-
cyjne, wybarwiajgce sie z czerwienig pgsowg. Jedna z nich lezy w rejo-
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Rys. 5. Immunoelektroforegramy wydzielin skladowych narzgdu rozrodczego ogie-

ra. Na preparatach od lewej wydzielina: ogona najadrza, nasieniowodu, ampulki

nasteniowodu, gruczolu pecherzykowego, gruczotu krokowego. Rzagd goérny — este-

razy karboksylowe, rzad dolny — frakcje biatek. Na wszystkich preparatach w dol-

kach startowych po stronie lewej (dla poréwnania) rozdzielona pelna plazma na-
sienia ogiera

nie A na wysokos$ci albumin, jest linig delikatng, ostro zarysowang, o wy-
puklej krzywiznie, dwie linie sytuujg sie w gléwnej czesci immunoelek-
troforegramu w rejonie B (jedna nalezy do strefy alfa, a druga opasuje
dolek startowy). Niekiedy zauwazalne mogg byé stabe linie w rejonie C.
Aktywnosé wobec beta-naftylooctanu (aktywno$é esterazowa) widocz-
na jest jako mocna linia ulozona wzdtuz rowka z immunosurowica, bieg-
ngca do anody i opasujgca swym dokatodowym koncem dolek startowy,
Aktywnos¢é wobec beta-naftylofosforanu sodu nie jest widoczna.

Nasieniowdd (rys. 5) zachowuje w zasadzie obraz stwierdzany
dla wydzieliny ogona najadrza i to tak dla frakcji bialkowych, jak
i dwoch wykazywanych aktywmos$ci enzymatycznych.

Amputka nasieniowodu (rys. 5) nie wykazala linii w re-
jonie A, natomiast ujawnila bardzo mocng linie w rejonie B (w strefie
alfa/beta). Linia ta umiejscawiala si¢ w bezpo$rednim sgsiedztwie rowka
z_surowicg odpornosciowa, a wzdluz tej linii widoczna byla barwna reak-
cja z beta-naftylofosforanem sodu i Fast Blue RR, zaznaczajgca sie z6l-
tobrgzowym kolorem.

Intensywna aktywnos$¢ esterazowa widoczna jest w nowo, pojawiaja-

16 — Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 176
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cej si¢ linii w strefie beta, a w $ladowych 110501ach wystepuje takze
w strefie alfa i gamma.

Gruczol pec herzykowy (rys. 5) zawieratl tylko $ladowe linie
precypitacyjne, Wybarw1a]qce si¢ barwnikami na biatka. Grupowaly sie
one gilownie w rejonie B (strefa alfa/beta) i takze $ladowo mogly byé
widoczne w rejonie C (strefa gamma). Nie stwierdzono aktywnosci enzy-
matycznej ani wobec octanu beta-naftylu, ani beta-naftylofosforanu
sodu.

Gruczol krokowy (rys. 5) ujawnil bardzo silng linie w rejonie
B—C, miemal centralnie opasujgcg dolek startowy, oraz $lad stabej linii
w rejonie C.

Bardzo intensywna aktywno$¢ esterazowa jest widoczna w linii bieg-
ngcej od dotka startowego w kierunku katody; linia ta lezy w rejonach
B i C i wykazuje wglebienie charakterystyczne dla niejednorodnosci
antygenowej.

W wydzielinie gruczolu krokowego nie wykazano aktywno$ci wobec
beta-naftylofosforanu sodu.

W plazmie nasienia ejakulowanego aktywno$¢ esteraz karboksylo-
wych, zaznaczona czerwonofiotkowsg barwg, po inkubacji w beta-nafty-
looctanie i Diazo Bleu B jest widoczna na wysokosci albumin (najpraw-
dopodobniej zwigzana z frakcjg r0), a takze w strefie alfa, beta i gamma.

Aktywno$é fosfatazy zasadowej ujawniona zo6ltobrgzowsg barwg po
inkubacji z beta-naftylofosforanem sodu i Fast Blue RR widoczna jest
w linii lezgcej w strefie alfa, a dochodzi do strefy albumin. Po wewnetrz-
nej stronie jej krzywizny moze byé widoczna druga, krétsza, szaronie-
biesko zabarwiona linia.

DYSKUSJA

Na wstepie wypada przytoczyé ograniczenia odnoszace sie do uzy-
skanych wynikéw, a plyngce z niemoznosci zastosowania réznych, o wag-
skiej swoisto$ci substratéw oraz inhibitoréw odpowiednich aktywnosci
enzymatycznych, a takze ogélnie istniejagce ograniczenie immunoprecypi-
tacji, ktorej koncowy efekt w sposob istotny zalezy od wartosci stoso-
wanej surowicy odpornosciowej. Kolejnym ograniczeniem jest brak pew-
nosci, czy wydzielina z poszczegélnych odcinkéw narzadu rozrodczego —
brana po uboju ogiero0w — nie zawiera domieszki wydzieliny innych od-
cinkéw, aby by¢ moze réwniez i skladowych przecietych i masowanych
'tkanek. |

Z zachowaniem wigc ostrozno$ci omawiamy dotychczasowe spostrze-
zenia. Poréwnanie wynikéw, uzyskanych w badaniach nad pelng plazma
nasienia i wydzielinami poszczegdélnych odcinkéw narzadu rozrodczego
ogiera, pozwala wskaza¢ miejsce wytwarzania niektérych jej skladowych.
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Stosowana przez nas surowica odporno$ciowa wykrywala od 9 do 11
frakeji biatkowych:

— trzy lub cztery wykryte byly w wydzielinie ogona najgdrza i po-
wtorzyly sie w zawartosci nasieniowodu,

— cztery wystgpily w wydzielinie ampulki,

— dwie $ladowe linie widnialy w wydzielinie gruczolu pecherzyko-
wego,

— jedna bardzo mocna cechowala wydzieling prostaty, a oprécz niej
widoczna byla takie rozciggnieta w strefie gamma pojedyncza staba linia.

Tak wiec, wydzieliny ogona najgdrza, nasieniowodu i ampuiki nasie-
niowodu wykazaly obecno$é wiekszosci frakeji biatkowych wystepujgcych
w plazmie nasienia niefrakcjonowanego (peinego). Wydzielina gruczolu
pecherzykowego okazala sie bowiem bardzo uboga, zawierala jedynie $la-
dy linii precypitacyjnych. Gruczol krokowy natomiast cechowal sie bar-
dzo mocng jednag linig w strefie beta, centralnie nieomal opasujaca
dolek startowy. Frakcja ta w kierunku doanodowym gubi sie w jednej
z gltéwnych frakcji rejonu B (z linig od strony rowka z immunosurowi-
cg), co mogloby sugerowaé¢ ich czeSciowe pokrewienstwo antygenowe
(rys. 4).

Analiza aktywnoéci niespecyficznych esteraz (rys. 5) pozwala wnio-
skowaé, ze zawarto§é ogona najgdrza i mnasieniowodu cechuje sie alfa-
-esteraza, ampulka nasieniowodu wykazuje gtéwnie aktywno$¢ beta-este-
razy, a wydzielina gruczolu pecherzykowego w ogéle nie wykazala ak-
_tywnosci esterazowej u jednego ogiera, u drugiego za$ wystgpil nikly
.§lad w doanodowym koncu zymogramu. Gruczol krokowy ujawnit beta
i gamma esteraze w ukladzie pokrewienstwa antygenowego.

Obraz aktywnos$ci esterazowej, widoczny w probkach ejakulatow nie-
frakcjonowanych, wyraza zatem udzial poszczegélnych form tego enzy-
mu, wytwarzanych w réznych odcinkach narzadu rozrodczego ogiera.
Jaka jest ich swoisto§é tkankowa i w jakich granicach mozna odnosic¢
zmiany w ich obrazie do stanu czynno$ciowego odcinka, z ktorego te
izoenzymy pochodzg, pozostaje do ustalenia.

Réowniez jedng z pilniejszych prac, jakie nalezy podjg¢, jest okreSle-
nie zmian w obrazie bialek i aktywno$ci enzymatycznej plazmy nasie-
nia, wynikajgcych z czasu i sposobu jej przechowywania.
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T'enpux Baavbesxc, Baadvicaas Beasuvexku, Kazumear Kocunsx, Mapus Huxoaailvyx

UCCIENOBAHUSA IIJIA3BMBI ®PAKIIMMIOHUPOBAHHOTO CEMEHM M CEKPETA
U3 COCTABHBIX YACTEW IIOJOBOI'O OPTAHA ZKEPEBIIA

PezmomMme

Henpio TpyAa ObLIO OIpenesNeHMe KapTMHBI (bpakKumy 6GedaKa, KapGOKCMIOBBIX
3cTepas, 1IeJOYHOM M KMCJoil docdaraspl B (PPaKIMOHMPOBAHHOM CeMEeHM XKepeblioB
U B CeKpeTax OTOOPaHHBIX mocie yGOos M3 XBOCTA NpPUAATKA CEMEHHMKA, AaMITYJbI
CeMANpPOBOJia, MO3bIPYATON XKeJe3bl M NPeACTaTeNbHOM JKeJe3bl.

IIpoBOAMAN 3JIERKTPOGOPETHMHECKYIO CelapalMi0 B KPaXMaJLHOM KeJe, Ipyu Kpa-
LIeHMM 3JeKTpodoperpaMM Ha Oeska, BbI3bIBas OAHOBPEMEHHO aKTMBHOCTH HECIIEIM-
duyecknx screpas ¢ NOMOLIBIO Oera-HadTUIOALlETaTa WM AMA30HAEBOI COJM aaso
Bmio B, mexeunon tboccba*rasm ¢ nomompio Gera-HadTHIOdOCchara HaTpua mu Pacr
Baro PP, xucnoit chocaraspl ¢ IIOMOLIBIO HATPUEBON coiyu eHoabdTansensodoc-
darHoit KucaoTsl u NH;, Kak cpefcTBa alKkajdM3UPYIOLUEro Iocje MHKYGauuyu B pacT-
BOpe cybcTpara.

Pparuuy GeNKOB M aKTMBHOCTL SH3MMOB MCCIEAOBaJM TaKKe IIOCIe IPOCTON
9JIEKTPOCOOPETHHECKOl! CelapalMy B arapoBoM Keje M B MMMYHO3JeKTpodoperpam-
MaX, IIPM OPMMEHEHUM MMMYHHOM CBIBOPOTKM IIPOTMB IIOJNHOM IJIa3Mbl CEeMEHM IKe-
peo1a.

CocraBJieHMe TIPOTEMHOTPAMM M 3MMOTPAMM IIO3BOJIMJIO YCTAHOBUTHL TECHOE 3JIeK-
TPpodopeTnIecKoe CXOACTBO KMCIOI M INEJOYHOM cbocdparaspl, Kak B KPOXMaJbHOM
MM arapoBOM xKeJe, Tak u B AlIE,

KapGorcuiioBble 3crepasbl B CeMeHM xKepebua MOTyT OOGHApPYKMBAaThL 9JEKTPO-
dopernyeckyo aasvga-, 6era- ¥ pexe 2AMMA-MUIPALMIO, PABHO KaK M MOTYT ObITb
o0HapyeHb! BO (bpakuyy OTBeYalolleil II0 Beceit BepoATHOcTM dpakumm ro. IIo
OTHOILLIEHMIO K CeKpeTaM M3 OTHAEJbHbIX dYacCTeil YCTAaHOBJEHO, YTO aAb@da-scTepasa
Haxoaunach B CeKpeTe M3 XBOCTa IPMAATKAa CEMEHHMKA ¥ CeMANpOBOAa, TOrga Kak
OeTa-acTepa3a HaxoAmJach B aMIIyJie CEMANPOBOAA. B My3bIpuaToil JKejie3e He MOXK-
HO ObLIO OOHAPYXUTHL 3CTEPA3HO aKTVMBHOCTM, TOrAa KaK B CEKpETe M3 IpPelCTaTeNb-
HOV KeJjle3bl HaXOAMMMChL 6era- M 2amsa-3crepasbl CO CBOMCTBAMM aHTUTEHHON DOX-
CTBEHHOCTM. AKTMBHOCTBL IUeNOYHOM cboccharadsl ObLia OOHapy:XeHa B CeKpeTe aM-
Iy JIbI.

Yueno m JoKadmu3auua Gpakumiz 0eJka B CeKperax M3 OTAENbHBIX YYAaCTKOR
Ob1IM M3MeHYMBBIMM. BbIIO BO3MOXKHBIM CBefeHMe HEKOTOPBIX IPeIMIMTALMOHHBIX
JIVHUMA K KapTUHEe IJIa3Mbl IIOJIHOTO CEMEHM.

ABTOpPBI CUMTAIOT, YTO IIPOAOJINKEHME ITPUHATOM (POPMBI MCCIEOBAHMA M aHANM-

3UPOBaHMA COCTaBa ILIA3MbI CeMEHM 3Kepedlla MoxKeT ObITh NPUIrOAHBIM B OIleHKEe KaK
du3MosornM TaK M MaTOJOTMM. caMIia. '
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INVESTIGATIONS OF PLASMA OF FRACTIONED SEMEN AND OF SECRETION
FROM PARTS OF THE SEXUAL ORGAN OF A STALLION

Summary

The aim of the work was to establish the picture of protein fractions, carboxy-
lic esterazes, alkaline and acid phosphatase in the fractioned semen of stallions and
in secretions taken after slaughter from the cauda epididymidis, vas deferens
ampullae of vasa deferentia, vesicular gland and prostate.

The electrophoretical separation in starch gel was made, while staining the
electrophoregrams to proteins and parallelly bringing about nonspecific esterazes
at use of beta-naphtyloacetate and diazonic salt of diazo Blue B; alkaline phospha-
tase at use of sodium beta-naphtylophosphate and Fast Blue RR, acid phosphatase
at use of sodium salt of phenolphtaleinodiphosphoric acid, NH; as an alkalizing
agent after incubation in the substrate solution.

The fractions of proteins and the activity of enzymes were investigated also
after the simple electrophoretic separation in agar gel and in immunoelectrophore-
grams, at use of the immune serum against full plasma of the stallion semen.

Setting up proteinograms and zymograms enabled to prove a close electropho-
retic similarity of acid and alkaline phosphatase, both in starch and agar gel and
in AIE. -

Carboxylesterazes in the stallion semen can show the alpha-, beta- or seldo-
mer gamma-electrophoretic migration as well as can be visible in the fraction
corresponding probably with the fraction rho. As far as secretions from particular
sectors is concerned, it has kteen proved the presence of alpha-esteraze in the sec-
retion from the cauda epididymidis and that from the vas deferens, while beta-
esteraze was found in the ampullae of vasa deferentia. In the vesicular gland no
esteraze activity has been proved, while in the secretion from the prostate gland
beta- and gamma- esterazes with antigenic aifinity features were visible. The alka-
line phosphatase activity was detected in the vial secretion.

The number and location of the protein fraction in secretions from particular
sectors was variable one. It was possible to relate some precipitation lines to the
full semen picture.

The authors are of the opinion that the continuity of the assumed form of the
investigation and analysis of the stallion semen plasma composition can be of
use in the estimation of both physiology and pathology of a male.

Prof. dr hab. Henryk Balbierz
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