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W poprzednich naszych publikacjach, dotyczacych buhajow [1, 2], pro-
ponowalismy wprowadzenie do rutynowych badan nasienia takze nie-
ktérych metod laboratoryjnych, z myslg, ze stanowi¢ one moga wydatng
pomoc w trudnej — z klinicznego punktu widzenia — ocenie narzadu
rozrodczego samca. ZakladaliSmy — podkreslajgc to z naciskiem — ze
bardzo pomocne w tych dociekaniach byloby ustalenie miejsca wytwa-
rzania skladowych plazmy w poszczegdélnych odcinkach lub dodatkowych
gruczolach meskiego narzadu rozrodczego.

W obecnej publikacji przedstawiamy czes¢ wynikéw naszych badan,
zmierzajacych do poznania skladowych plazmy nasienia ogiera, w po-
dobnym aspekcie, jak to uczyniliSmy dla buhaja [3].

MATERIAL I METODY

BadaliSmy préobki plazmy nasienia pochodzacego z pelnych ejakula-
tow 20 ogieré6w (14 Mur-insulanéw, w tym 10 mlodych, dwuletnich,
4 szlachetnych w typie pélkrwi, 2 pogrubionych). Nasienie uzyskiwano
przy uzyciu sztucznej pochwy, model Krakéw—66. Kazdy ejakulat bez-

* Praca wykonywana w ramach problemu wezlowego 09.3.1., koordynowanego
przez Polska Akademie Nauk.
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poSrednio po pobraniu poddawano ocenie makro- i mikrocskopowej [5],
a nastepnie wirowano przez 15 min przy 3000 obr/min, celem oddziele-
nia plazmy od elementéw morfotycznych.

Plazme poddano badaniom elektroforetycznym w Zzelu agarowym
(tzw. elektrofcreza prosta), podwoédjnej dyfuzji oraz immunoelektrofore-
zie. Elektroforeze prostg prowadzono w warunkach podanych przez Gra-
bara [6], a IE w modyfikacji Scheideggera oraz w warunkach podanych
przez Matouska [9], a takze w buforze mleczanowym wg Wieme [10].

Do wywolania reakcji immunologicznych stosowaliSmy surowice od-
porno$ciowe skierowane przeciw plazmie nasienia ogiera oraz przeciw
normalnej surowicy krwi koni — uzyskane we wlasnym zakresie na
krélikach. Po rozwinieciu precypitacji preparaty barwiono czernig ami-
dowg lub czerwienig pgsows, stosujgc sie do ogodlnie przyjetych zasad.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Najczytelniejsze elektroforegramy z prostego rozdzialu plazmy uzy-
skaliSmy w warunkach podanych przez Grabara i w dalszym ciggu ten
system rozdzialu elektroforetycznego bedzie przedstawiany i omawiany.
Wyniki rozdziatu, otrzymane tg metods, przedstawiono na rysunku 1.

StwierdziliSmy, ze elektroforegramy plazmy nasienia ogieréw doro-
stych. wykazujg obecno$¢ frakceji zroznicowanych od osobnika do osobni-
ka w nastepujgcym ukladzie:

— najbardziej w kierunku anody jest wysunieta slaba nie zawsze
widoczna frakcja odpowiadajgca albuminom surowicy krwi;

— w centralnej czeSci proteinogramu, blizej dolka startowego, 2 lub
3 frakcje o bardzo podobnej migracji, wyraznie zaznaczone (niekiedy
miedzy nimi a frakcjg poprzednig moze wystepowa¢ waskie i ostro od-
graniczone pasmo); w tej czeSci sytuujg sie bialka z grupy glikoprotein
(rys. 2), a takze bialka o aktywno$ci enzymatycznej, o ktoérej szerzej be-
dzie mowa w kolejnym doniesieniu;

— w dokatodowej czeSci, poczynajgc od linii startu, pojawiajg sieg
2 lub 3 frakcje o zmiennym natezeniu,

— najbardziej dokatodowo stwierdza sie 2 blisko siebie lezgce frak-
cje lub kazdg z nich wystgpujgcg oddzielnie.

Wzorujgc sie na koncepcji Shulmana [8] oraz Herrmanna [7] doko-
naliémy podzialu proteinogramu i immunoelektroforegramu na umowne
strefy, oznaczone literami zgodnie z malejacg szybkoSciag migracji — od .
A poczgwszy (rys. 3).

W immunoelektroforegramie podczas analizy najczeSciej stwierdzano:

— najbardziej doanodowo wyrazny, pojedynczy luk, odpowiadajacy
umiejscowieniem albuminom;



IMMUNOLOGICZNE BADANIA PLAZMY NASIENIA 215

Rys. 1. Elektroforegram prostego rozdzialu w zelu agarowym plazmy nasienia

ogierow. Na preparatach od lewej: plazma ogiera J, w §rodku — ogiera D, na pra-

wym — ogiera G; w lewych dotkach startowych: plazma z rierwszego ejakulatu,
W prawych z drugiega ejakulatu
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Rys. 2. Elektroforegramy plazmy nasie-

nia barwione na glikoproteidy. Preparat

od lewej — po prostym rozdziale, prawy
po immunoelektroforezie
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Rys. 3. Schemat z oznaczeniem umownych stref migracji — po rozdziale prostym
(cze$¢ goérna), po immunoelektroforezie (cze$é dolna) — plazmy nasienia ogiera.
Rozdzial elektroforetyczny w warunkach podanych przez Grabara dla surowicy
czlowieka

Z

Rys. 4. Immunoelektroforegram plazmy nasienia doroslego ogiera” w okresie eks-
ploatacji rozrodczej. W rowku centralnym immunosurowica przeciw pelnej plazmie
nasienia ogiera '

— w okolicy dolka startowego i w strefie doanodowej lokujg si¢ dwie,
lezace obok siebie i blisko rowka centralnego linie precypitacyjne, opa-
sujagce niekiedy maly tuk lezgcy na pograniczu z albuming;

— w czeS$ci dokatodowej obserwujemy nalozenie sie mocnej linii pre-
cypitacyjnej na o wiele delikatniejsze 3-4 linie wystepujgce w tej czesci
immunoelektroforegramu,

— najbardziej dokatodowo widoczny jest luk o dos¢ zmiennej lokali-
zacji lub tez dwa — obok siebie lezgce.

Tak wiec uzyskana przez nas surowica skierowana przeciw plazmie
nasienia ogiera byla zdolna wykaza¢ co najmniej 9 frakcji réznigcych sie
wlasciwos$ciami antygenowymi.

Na podstawie reakcji krzyzowych, wykonanych z uzyciem surowicy
skierowanej przeciw normalnej surowicy konia, mozna wnioskowa¢, ze
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co najmniej dwie skladowe plazmy nasienia sg antygenowo podobne lub
identyczne ze skladnikami surowicy krwi konia.

W podwdjnej dyfuzji uzyskano 3-4 linie precypitacyjne, zmieniajgce
sie w topografii od osobnika do osobnika.

W odniesieniu do przedstawianego gdzie indziej rozdzialu plazmy
nasienia ogiera na bibule [4] zauwaza sie zgodno$¢ w zmiennym stezeniu
frakcji odpowiadajgcej albuminom, w stloczeniu skiladowych stref alfa
i beta, oraz w czesci katodowej obecnos¢ waskiej, o roznej koncentracji,
ostro zarysowanej frakcji.

W analogicznych badaniach nad nasieniem czlowieka ustalono obraz
frakcji bialkowych, z ktérych cze$é zdolano zidentyfikowa¢ pod wzgle-
dem biochemicznym i zlokalizowaé miejsce ich powstawania '[7, 8]. Po-
dejmowane byly réwniez proby zastosowania badan immunologicznych
do klinicznej oceny narzadu rozrodczego [11].

W oméwieniu naszej pracy podkre§lamy zréznicowanie osobnicze skla-
du bialek plazmy nasienia ogiera — co wigze sig prawdopodobme z duzg
rozpieto$cig poziomu biatka catkowitego [4] — i powoduje znaczng roz-
maito$é obrazéw immunoelektroforetycznych.

Niektéore probki nie wykazaly np. linii w rejonie A; w rejonie B,
procz dwoch gléwnych réownolegle biegngcych lukéow precypitacyjnych,
w ich doanodowym rozej$ciu rzadko byla widoczna jeszcze jedna bardzo
delikatna linia precypitacyjna. W innych prébkach nie bylo glownej
linii precypitacyjnej, lezacej w rejonie B w bezposrednim sgsiedztwie
rowka z immunosurowica. Linia ta lgczy sie z lezgcg bardziej ku kato-
dzie, rowniez bardzo wyrazng linig o migracji beta, co swiadczy o po-
krewienstwie antygenowym tych frakeji.

Uklad frakecji w.rejonie D znajduje potwierdzenie w rozdziale w zelu
krochmalowym i sugeruje, ze moze byé¢ wynikiem dzialania kodominu-
jacej pary alleli.

Z kolejnych doniesien dzisiaj przedstawianych wyloni sie mozliwosé
czeSciowej lokalizacji wytwarzania niektérych omawianych sktadowych
w konkretnych odcinkach cze$ci gruczolowej narzgdu rozrodczego ogie-
ra. Mimo to nadal istnieje potrzeba opracowania wplywu sezonu, uzyt-
kowania, wieku, potrzeba ustalenia na wiekszym niz to mogliSmy uczy-
ni¢ materiale — indywidualnych wlasciwosci ogiera; istnieje bowiem
konieczno$é ustalenia granic zréznicowania osobniczego i wahan fizjolo-
gicznych oraz dynamiki zmian w okresie dojrzewania samca. Takie opra-
cowania sg réwnie potrzebne, jak analiza wydzielin poszczegélnych od-
cinkéw narzadu rozrodczego, aby interpretacja wynikéw badan laborato-
ryjnych mogla przerodzi¢ sie¢ w interpretacje kliniczng.

15 — Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 176
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VMMYHOJIOTUYECKUE UCCIHEIOBAHUSA IIJA3MBI CEMEHUM 2KEPEBITA

PezwomMme

HUccaenoBanam oOpa3lbl CEMEHM M3 IIOJHBIX 2AKYJIATOB OTOOpPaHHBLIX OT 20 xXe-
peb1ioB pa3HOro sKcrepbepa. Kaxablil 9KYJAT HENOCPeACTBEHHO Iocjie oTdopa mon-
Beprainy CTaHAAapPTHOM MaKpO- M MMKPOCKOIIHOM OLIeHKe, a 3aTeM LEeHTPpuQyrmpoBaan
JAJIS TOJIyYeHMA IIJIa3Mbl.

IIpoBoguaM 9JeKTPOPOpeTUUECKyI0 Cenapanyio IIJIa3Mbl B KpaXMaJlbHOM JKeJle,
a Takke MMMYHOAMMPDY3IUI0 U MMMYHO3JIEKTPodopes.

Yrobbl BBLI3BATb MMMYHOJOTMYECKYIO PEarLMio, NPUMEHAIM MUMMYHHbIE ChbIBO-
POTKM HampaBJIEHHble IIPOTMB IJA3Mbl CEMEHM M IIPOTMB HOPMAJbHOM ChIBOPOTKMU
KPOBM JIOLLIAAN.

Kak B mpocToM 9JeKTpodope3e TakKk UM B MMMYHO3JeKTpodopese Oblayu BbIxeNe-
HBI 4 30HBI, B KOTOPBLIX HaKaIlIMBaJIoOCh B 00meMm umncie 9-11 dparumit.

Hainbosee mpmKaTogHOEe PacCIIOJIOIKEHMe II0Ka3bIBaJj 0esIoK, KOTOPbIA, KaK MOIKHO
TIIpeAnoarath, XapakTepusyeTrca HNOJMMOP(dM3MOM OOYCJOBJEHHBLIM I1apoil KO-ZOMM-
/Hmpyxoumx TeHOB.

Ha ocHOBaHMM NEPEKPECTHBIX DPEeaKLMil MEXKAY MCCIEAYEeMbIMM MMMYHOCBLIBOPOT-
KaMM C OHOM CTOPOHBLI U IIJIA3MOJ CEeMEHM M ChIBOPOTKOJM KPOBM JIOLIAAM — C APYTIoi,
MOZKHO 3aKJI4aThb, YTO II0 KpalHell Mepe ABa KOMIIOHEHTa CEeMEHM aHTUIE€HHO CXOj-
Hble MJIM MAEHTUYHBIE C ABYMS KOMIIOHEHTAMM CHIBOPOTKM KPOBM.
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VeTaHOBJEHBI 3HAYMTENbHBIE DPa3inMuua MexAy oOpasuaMmy IJa3Mbl OTAENbHBIX
JKepebI[oB, a TaKiKe MeXKAYy O4YepPeAHbIMM IAKYJIATaMyM OAHOTO M TOTO Ke xepebLa.
MccanenoBaunua IPOAOJIZKAIOTCA.

Henryk Balbierz, Zdzistaw Boryczko, Kazimierz Kosiniak, Maria Nikolajczuk

IMMUNOLOGICAL INVESTIGATIONS ON SEMEN PLASMA IN STALLION

Summary

Samples of semen plasma from full ejaculates taken from 20 stallions of diffe-
rent exterior were investigated. Each ejaculate immediately after sampling was
subject to the standard micro- and macroscopic test and then it was centrifuged
to obtain plasma.

The electrophoretic separation of plasma in the starch gel as well as immuno-
diffusion and immunoelectrophoresis were carried out.

For provoking immunological reaction immune sera directed against semen
plasma and against normal horse blood serum were applied.

Both in simple electrophoresis and in immunoelectrophoresis 4 regions were
distinguished, in which in total 9-11 fractions were accumulated.

It was protein, which was situated at most at the by-cathode side, and which,
as it can be presumed, would show the polymorphism depending on a couple of
co-dominating genes.

On the basis of cross reactions among the immunosera investigated and the
semen plasma on the one hand and the horse blood serum in the other, it can be
concluded that at least two semen components would be antigenically similar or
identical with two blood serum components.

A considerable differentiation among the plasma samples of particular stallions
as well as among subsequent ejaculates of the same stallion have been found. The
investigations are continued.
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