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Wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie DNazy II w szeregu badanych
tkanek zwigzane jest z lizosomami oraz czgsciowo z jgdrem komoérkowym.
Na tego rodzaju lokalizacje aktywnosci kwasne; DNazy wskazujg wyniki
badan przeprowadzonych przy pomocy metod biochemicznych (4), jak
réwniez prace histochemiczne giéwnie Vorbro dta i wsp. (8). Zdaniem
Browna i wsp. (3) oraz Allfreyai Mirskyego (1) jadra komor-
kowe w grasicy, $ledzionie, watrobie, nerce i mie$niu sercowym zawie-
rajg Srednio okolo 20% calkowitej aktywnosci DNazy II komorki.

Celem przedstawianego doniesienia jest przes$ledzenie rozmieszczenia
aktywnosci DNazy II w plemnikach czlowieka i zachowania sie odczynu
w zaleznoéci od pH $rodowiska inkubacyjnego, zmian w jego skladzie,
rodzaju uzytego utrwalacza i wreszcie od takich czynnikéw jak zamra-
zanie i odmrazanie.

Do podjecia tych badan skfonila nas miedzy innymi morfologiczno-
czynno$ciowa odrgbnosc¢ plemnikéw w stosunku do komoérek somatycz-
nych. Jak wiadomo zasadnicza rolg biologiczng plemnikéw jest przenie-
sienie do komérki jajowej haploidalnego garnituru chromosomoéw. Istotg
natomiast przemian biochemicznych zachodzacych w samych plemnikach
jak i w plazmie nasienia jest glownie synteza wysokoenergetycznych po-
lagczen fosforowych (ATP) potrzebnych dla podtrzymania ich ruchu i za-
chowania zycia.
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Przypuszczamy wiec, ze nie nalezy sie raczej spodziewaé¢ wystepowania
lizosoméw w plemnikach tym bardziej, ze nie wskazuja na to badania
przy uzyciu mikroskopu elektronowego (5). Ponadto zakladamy, ze plem-
niki pozbawione sa endogennej kwasnej fosfatazy, jakkolwiek Wislocki
wykazal jej aktywnos$¢é na rozmazach utrwalonych acetonem (9). Niezalez-
nie od tego wyniku badan zagadnienie to jest nadal dyskutowane. Jak
zostalo wykazane plazma nasienia przejawia wyscka aktywnos$é kwasne]
fosfatazy. Wedlug Manna za$§ przepuszczalno$é otoczki plemnika jest tak
duza, ze umozliwia przenikanie w obydwu kierunkach bialek rozpuszczal-
nych nawet o wysokim ciezarze drobinowym (6). Nalezy tu dodaé, ze na
rozmazach, ktére przygotowaliSmy do wykrycia DNazy II, nie udalo sie
wykazaé aktywnosci kwasnej fosfatazy. Wobec powyzszego wydaje sie
prawdopodobne, ze w przypadku badanych przez nas plemnikéw czto-
wieka mozna w zasadzie nie bra¢ pod uwage ewentualnos$ci wystgpienia
nieswoistego odczynu spowodowanego czynnoscig endogennej kwasnej
fosfatazy, ktory zdaniem Vorbrodta komplikuje wynik reakeji na
DNaze II.

Badania przeprowadzono na rozmazach nasienia uzyskanego od 18 ‘zdro-
wych mezczyzn z normospermia zglaszajgcych sie do Poradni Andro-
logicznej przy I Klinice Poloznictwa i Choréob Kobiecych AM w Poznaniu

%

Rys. 1. Odczyn na kwasng Rys. 2. Kwasna DNaza

DNaze w gléwee plemnikéw. w  glowce plemnika.
Rozmaz utrwalono w oziebio- Utrwalenie jak na ry-
nym formolu-Ca przez 24 godz. sunku 1. Inkubacja w
1 inkubowano w plynie o pH 5,0 Srodowisku o pH 5,2

przez 3 godz.

z powodu nieplodnosci w malzenstwie. Rozmazy utrwalano w oziebionym,
obojetnym formolu-Ca przez 8 godzin, 24 godz., a niekiedy kilka dni oraz
w zimnym bezwodnym acetonie przez okres 3 godzin.

Preparaty inkubowano przez okres 2,5—3 godz. w ptynach o pH 5,0,
9,2, 9,4, 5,6 i 5,9 przygotowanych wedlug przepisu Vorbrodta (8). Jako
substratu uzywano nisko spolimeryzowanego DNA produkecji Lighta.
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Wyniki i ich omoéwienie
Na rozmazach utrwalonych w formolu-Ca, niezaleznie od stosowanego
czasu utrwalania i pH plynu inkubacyjnego, odczyn na kwasng DNaze

AN TR A 2 'S

Rys. 3. Rozmaz poddany kilkakrot- Rys. 4. Ziarnisty charakter

nemu zamrvazaniu i odmrazaniu odczynu na DNaze II w jg-
- w srodowisku wodnym. Preparat drze 1 akrosomie gléwki
inkubowany w plynie o pH 5,2 plemnika po inkubacji roz-

mazéw przy pH 5,9

zlokalizowany jest w gléwce plemnika. Po inkubacji przy pH 5,0 spo-
strzega sie zlogi siarczku olowiu w ostonce gléwki plemnika, w jadrze
czyli w miejscu wystepowania DNA oraz nieliczne i drobne w akrosomie.
W jadrze ten odczyn wystepuje w postaci przestrzennej siateczki jak
gdyby oddzielajgcej fragmenty chromatyny,
ktore wydajg sie odpowiada¢ chromosomom
(rys. 1). '

Podobnie reakcja ta przebiega w plemni-
kach po inkubacji w pH 5,2 i 54 (rys. 2).
Preparaty inkubowane w pH 5,9 wykazuja
odczyn ziarnisty, wystepujacy w obrebie jadra
plemnika, a drobnoziarnisty w akrosomie
(rys. 4).

Zamrazanie 1 wtérne odmrazanie powoduje
zmniejszanie sie rozmiaréw ziaren bedgcych o
wykladnikiem aktywnosci badanego odczynu. Rys 5. Dremarat .
W tych warunkach DNaza wystepuje w po- wany jak na rys. 31 in-
staci miernej wielko$ci ziaren niezaleznie od kubowany przy pH 5,9
pH plynu inkubacyjnego (rys. 3 i 9).

Na rozmazach nasienia utrwalonych acetonem i po inkubacji w pH 3,2
odezyn na omoéwiony enzym rozmieszczony jest w postaci dyfuzyjnej
w jadrze i witce plemnika (rys. 6). W pH 5,4—5,9 natomiast barwig sig
tylko glowki plemnikéw. Dodanie do ptynu inkubacyjnego MgCl, w ste-
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zeniu 0,001 M nie wywiera wplywu na wynik reakcji. Po wprowadzeniu
do Srodowiska inkubacyjnego soli sodowej EDTA w stezeniu 0,001 M na
preparatach inkubowanych w pH 5,9 charakter odczynu odpowiada wy-
nikom uzyskanym po inkubacji w plynach pH 5,0 i 5,2 bez dodatku
wersenianu. Dodawanie wersenianu natomiast do plynéw o pH 5,0 i 5,2
powodowalo brak odczynu. Pozytywnej reakcji' na DNaze kwasng nie
wykazano réwniez na rozmazach
inkubowanych bez substratu oraz
w plynach sporzadzonych z pomi-
nieciem kwasnej fosfatazy.

Jak z przedstawionych spostrzezen
wynika, charakter odczynu histoche-
micznego na aktywnos¢é DNazy kwa-

&
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Rys. 6. Odczyn na aktywno$é Rys. 7. Aktywno$é kwasnej

<&

kwasnej DNazy zlokalizowanej DNazy zlokalizowana w glow-
w gléwce i witce plemnika. Pre- ce plemnikéw w rozmazach
parat utrwalano acetonem w cza- utrwalanych w ciggu 3 godz.
sie 3 godz. i inkubowano w $ro- acetonem i inkubowanych
dowisku o pH 5,2 przez okres w plynie o pH 5,6

3 godz.

$Snej w plemnikach zalezy od szeregu czynnikéw. Niezaleznie jednak od
uzytego utrwalacza i pH plynu inkubacyjnego reakcja lokalizuje sie
w gléwce plemnika (w jadrze i akrosomie). Niejasne natomiast jest poja-
wienie si¢ odczynu na DNaze II w witce plemnika po utrwaleniu rozma-
zOw w acetonie i inkubacji w plynie o pH 5,2. Najbardziej jednak godne
uwagi jest naszym zdaniem wystepowanie aktywnosci DNazy II w jadrze
plemnikéw i to — jak mozna sgdzi¢ — pomiedzy fragmentami chroma-
tyny. Swingle i Cole (7) zastanawiajg sie, czy DNaza II zawarta w jadrach
komorkowych jest identyczna z DNazg lizosomow i stojg na stanowisku,
ze zagadnienie to wymaga dalszych wnikliwych badan. Zdaniem Bollu-
ma (2) DNaza kwasna w jadrach uczestniczy w procesie podzialu komor-
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kowego poprzez aktywacje komoérkowego DNA w kierunku ,,primera® dla
czynno$ci DNA-polimerazy, ktéra katalizuje proces dolgczania nukleoty-
dow do lancucha polinukleotydowego. Autor ten podkresla, Ze czynnosé
DNazy II moze spowodowaé odwrodcenie ,,natywnej* formy DNA w postaé
,primera“. W takim ujeciu obecna w jadrze plemnikéw kwasna DNaza
odgrywataby wzmiankowang wyzej role dopiero po zaplodnieniu komoérki
jajowej, tj. w zygocie zdolnej do podzialu. Nalezaloby jednak wzigé¢ pod
uwage jeszcze inng ewentualno$é. Mianowicie lokalizacja aktywnosci ba-
danego enzymu pomiedzy fragmentami chromatyny jak tez jej obecnos¢
w oslonce jadra nasuwaé¢ moze przypuszczenie o istnieniu aparatu
ochronnego, ktéory moglby przeciwdziala¢é wnikaniu obcogatunkowego
DNA do wnetrza gléwki plemnika.

Réznice za§ w zakresie charakteru odczynu i wielko§é zlogéw, zalezne
od utrwalacza, naprzemiennego zamrazania i odmrazania oraz pH srodo-
wiska inkubacyjnego spowodowane sg przypuszczalnie zmianami warun-
kow fizykochemicznych w przebiegu reakcji ujawniajgcych w plemnikach
czynno$¢ DNazy IIL
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UCCJIENOBAHHS AKTHMBHOCTU KHCJIOM Hasbr II
B MY)KCKOM CEMEHHOM KJIETKE

PeswomMme

ABTOpbl NpOBEJH HCCaeoBaHHs NO coaepacanuio Hasel Il B MyXCKHX
CEMEHHBIX KJETKaX, MOJYUYEeHHBIX H3 CIePMbl 3J0POBbIX MYKUHH INPH MOMOILH
TMCTOXHMHUECKOTO MEeTOoHa.

Ha ocHOBaHHUH CHeJaHHbIX BBIBOJOB, paccMaTpHUBaeTcs MpelrnojaraeMmoe
snayenre JIHaswl Il B rojoBKax MYXKCKOH CEMEHHOH KJIETKH.
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K. Migtkiewski, A. Lukaszyk, T. Rucki

INVESTIGATIONS ON THE ACID DNase ACTIVITY
IN HUMAN SPERMATOZOA

Summary

Investigations on the acid DNase activity by means of smear in the
human spermatozoa obtained from healthy men were performed. Some
changes of localication and character in the histochemic reaction as a
result of different incubating medium, variety of the pH incubating
solution and its freezing and refreezing were observed. Short interpreta-
tion of the results and some suggestions concerning biological role of the
DNaze in the spermatozoa nucleus are discussed.



