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W poprzednich pracach [1, 2] wysuwaliSmy sugestie, ze odniesienie stref
elektroforetycznych z zelu krochmalowego oraz lukéw precypitacyjnych
w obrazie immunoelektroforezy (AIE) do poszczegdélnych odcinkéw me-
skiego narzadu rozrodczego mogloby ulatwi¢ interpretacje zmian obser-
wowanych w skladzie frakcji bialkowych pelnej plazmy nasienia buha-
jow. Zagadnienie to omawiano w niniejszej publikac]i.

MATERIAL I METODYKA

Badania przeprowadzono na plazmie nasienia pochodzacego od 4 bu-
hajow rasy ncb w wieku od 7-12 lat. U dwéch z tych buhajow po pobra-
niu kontrolnych ejakulatéw podwigzano oba nasieniowody, u dwoéch po-
zostalych — podwigzano tylko nasieniowody lewe, natomiast do prawych
wprowadzono operacyjnie cewniki polietylenowe metodg opisang przez
Bielanskiego i Ewy [5, 7] w modyfikacji opracowanej przez Tischnera
[12]. Lacznie od buhajéw (buhaje pozostawaly w doswiadczeniu od 18 do
31 dni) pobrano 30 pierwszych i 23 drugich ejakulatow. Materialem, procz
plazmy nasienia uzyskiwanej po wirowaniu ejakulatéw pobieranych na
sztuczng pochwe, byla réwniez cze$¢ sktadowa plazmy nasienia, ktorg
uzyskiwano z przetok nasieniowodow, takze uwolniona od plemnikéw.



112 H. BALBIERZ, Z. BORYCZKO, M., NIKOLAJCZUK, M. TISCHNER

Material z przetok nasieniowodéw pobierano codziennie, zmieniajgc pro-
bowki podwieszone do cewnika polietylenowego. Wydzieline z przetoki
nasieniowodu badano w trzecim, czwartym, dziewigtym i siedemnastym
dniu od zalozenia przetoki u buhaja pierwszego oraz w széstym, sibdmym
1 dwunastym od dnia zalozenia przetoki u buhaja dru’gi'ego. Odwirowang
plazme nasienia oraz wydzieline z przetok nasieniowodow przechowy-
wano do czasu badania w zamrazarce w temp. okoto —23°C.

Plazme nasienia i wydzieline z przetok badano metoda rozdzialu elek-
troforetycznego w zelu krochmalowym, wg techniki podanej przez Bal-
bierza i wsp. [4], uzywajgc jako barwnika — czerni amidowej 10B.

Analize immunoelektroforetyczng (AIE) wybranych prébek plazmy
nasienia oraz wydzieliny uzyskanej z przetok przeprowadzono wg Gra-
bara i Burtin [8] na szkielkach podstawowych, stosujgc dwie, uzyskane
we wlasnym zakresie, krolicze surowice odpornosSciowe: 1) przeciw plaz-
mie nasienia buhaja (anty-PSB) oraz 2) przeciw surowicy bydlecej (anty-
SNB). Immunoelektroforegramy wybarwiono czerwienig pgsowg oraz
w analogicznych preparatach okres$lano linie aktywnosci enzymatycznej
esterazy karboksylowej i zasadowe] fosfatazy.

Podwoéjng dyfuzje w zelu agarowym wg Ouchterlony wykonywano
w modyfikacji do nasienia, opracowanej przez Boryczke i wsp. [6].

WYNIKI

Obraz rozdziatu elektroforetycznego plazmy nasienia buhajéw z pod-
wigzanymi lub przetokowanymi nasieniowodami, uzyskanej z pobieran na
sztuczng pochwe, ujawnit od 12 do 17 frakeji skupionych w 5 umownych
strefach. W pierwszych trzech strefach niezmieniony obraz frakeji utrzy-
mywal si¢ przez caly cigg obserwacji; byl podobny dla wszystkich proé-
bek uzyskanych od czterech badanych buhajéw. Réznice wystgpily we
frakcjach IV i V, i zarysowaly sie w rozdziale proébek pobieranych zaréw-
no od buhajéow z zalozonymi przetokami nasieniowodu, jak réwniez
z podwigzanymi nasieniowodami. W strefach tych obserwowano oslabie-
nie lub catkowity zanik frakecji.

Inny obraz, rézny od poprzedniego, przedstawiaty elektroforegramy
préobek plazmy nasienia uzyskane z przetoki nasieniowodu. W elektro-
foregramach tych w strefie I widoczna byla jedynie frakcja odpowiada-
jaca albuminom, brakowalo natomiast drobnych frakeji doanodowych.
Calkowity brak frakcji ujawnil si¢ w strefie II, w ktérej z pelnej plazmy
nasienia mozna bylo wyréini¢ w elektroforegramie do 4 frakcji najmoc-
niejszych (w calosci obrazu). Frakcje strefy III w wydzielinie zebranej
z przetoki nasieniowodow byly obecne, aczkolwiek slabiej zaznaczone.
W prébkach wydzieliny zbieranej z najadrzy i z jader (z przetok) od obu
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buhajow brakowalo frakecji skupionych w strefie IV i V. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze pelna plazma nasienia jednego z przetokowanych buhajow
przez caly okres obserwacji nie zawierala tych frakcji. R6znice w liczeb-
nosci frakcji biatkowych plazmy nasienia (uzyskanej z pobieran na sztucz-
ng pochwe oraz z przetok mnasieniowod6éw) ujawnione w elektroforegra-
mach obrazuje rysunek 1.

®
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Rys. 1. A — elektroforegram pelnej

plazmy nasienia buhajéow, B —

schemat elektroforegramu wydzie-

liny zebranej z przetoki nasienio-
wodu

W plazmie pochodzgcej z pobieran na sztuczng pochwe wykazano me-
todg immunoelektroforezy (AIE) obecno$¢ do 8 tukéow. Liczba tych tu-
kéw oraz ich umiejscowienie byly podobne do obrazéw AIE z materia-
16w pobranych przed i po podwigzaniu nasieniowodéw lub po zalozeniu
przetoki. Obraz ten w zasadzie nie zmienial si¢ przez caly okres obser-
wacji.

Znaczng ubogoéé ujawnil obraz AIE wydzieliny z przetok nasienio-

wodow.

8 — Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 176
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Zestawienie obrazéw AIE na rysunku 2 wskazuje, ze uklad linii pre-
cypitacyjnych wydzieliny przetoki nasieniowodu buhaja pierwszego upo-
dobnil si¢ w siedemnastym dniu po zalozeniu przetoki do obrazu wy-
dzieliny buhaja drugiego. Natomiast w dniach poprzednich cechowal sie

Rys. 2. Obraz AIE wydzieliny z przetoki nasieniowodu i plazmy nasienia buhaja

pierwszego i drugiego uzyskany z surowica anty-PSB. Cigg gérny — po lewej wy-

dzielina z przetoki, po prawej plazma nasienia buhaja pierwszego. Cigg dolny —

trzy preparaty od lewej — obustronnie wydzielina z przetoki nasieniowodu, czwar-
ty preparat — obustronnie plazma nasienia buhaja drugiego

brakiem linii dodatkowej oraz obecnoscig linii stabych po stronie doano-
dowej, wykazujgcych, w miare uptywu czasu, tendencje znikania. Ana-
logiczne wyniki uzyskano metodg podwojnej dyfuzji w zelu agarowym.

Z surowicg anty-SNB zar6wno wydzielina przetoki, jak i plazma uzy-
skana do sztucznej pochwy, wykazaly w obrazie AIE linie precypitacyj-
ne w rejonie albumin oraz w rejonie o migracji gamma. Ta linia u bu-
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haja pierwszego wykazuje w siedemnastym dniu trwania przetoki dwie
ostrogi zréznicowania antygenowego (rys. 3).

Metoda podwéjnej dyfuzji w zelu agarowym uwidocznila w wydzie-
linie z przetoki i plazmie trzy linie precypitacyjne z surowicg anty-SNB.
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Rys. 3. Obraz AIE — nie barwiony — wydzieliny przetoki i plazmy nasienia wy-
wolany surowicg anty-SNB. Preparat 530 — po stronie lewej wydzielina przetoki

buhaja drugiego, po prawej plazma nasienia tegoz buhaja pobrana w tym samym
czasie. Preparat 524 — po lewej wydzielina przetoki w 3 dniu, po prawej w 17 dniu
po zalozeniu przetoki u buhaja pierwszego

Hydroliza beta-naftylofosforanu sodu przez fosfataze zasadowg zazna-
czyla sie w wydzielinie z przetoki w formie rozmytego welonu, zwro-
conego w kierunku anody, oraz w plazmie ejakulatu w formie mocnej
plamy, obejmujgcej dolek startowy; nie utworzyly sie jednak typowe
linie precypitacyjne.

Wydzielina z przetoki nasieniowodu zawierala réowniez frakcje po-
siadajaca aktywnosé esterazy hydrolizujacej octan alfa-naftylu. W im-
munoelektroforegramie linia ta opasuje dolek startowy w formie typo-
wego tuku precypitacyjnego, a inna — znacznie stabsza i krotsza — jest
widoczna po dokatodowej stronie dotka startowego. W plazmie ejakulatu
linia aktywnosci jest wydluzona w kierunku anody i biegnie wzdluz
rowka z immunosurowicg; po wewnetrznej stronie luku barwigcego sig
czernig amidowg (rys. 4).

B.
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Rys. 4. Ustalenie linii precypitacyjnych wykazujgcych aktywno$é enzymatyczng
w AIE: preparat 526 — aktywno$¢ fosfatazy zasadowej, preparat 527 — aktywnosé
esterazy karboksylowej, preparat 531 — po wywolaniu aktywno$ci esterazy karbo-
ksylowej zabarwiony dodatkowo czernig amidowg. W preparatach po stronie lewej
wydzielina z przetoki, po stronie prawej plazma nasienia buhaja pierwszego

OMOWIENIE WYNIKOW

Obraz rozdzialu elektroforetycznego w zelu skrobiowym probek
plazmy nasienia, pobranej na sztuczng pochwe przed i po podwigzaniu
nasieniowodéw lub kaniulacji, nie uwidocznit réznic w ilosci i umiejsco-
wieniu poszczegbélnych frakeji biatkowych. Obraz ten jest w pelni po-
rownywalny z uzyskanym w poprzednich naszych badaniach [1, 2, 4].
Swiadczyé¢ by to moglo, ze plazma nasienia zbierana z odcinkéw wydziel-
niczych powyzej najadrzy zawiera frakcje pelnej plazmy. Zaznaczyé
jednak nalezy, ze badania nasze wykonane zostaly na czterech buhajach
1 wymagajg dalszego rozszerzenia. '

Elektroforegramy wydzieliny pobranej z przetok nasieniowodéw roéz-
nily sie znacznie od elektroforegraméw pelnej plazmy nasienia brakiem
niektorych frakcji w strefie I oraz catkowitym brakiem strefy II, ktora
w elektroforegramie pelnej plazmy jest najmocniejsza. Opisane wyzej
cechy byty wspolne dla elektroforegraméw obu przetokowanych buhajow.
Wedlug Pernot i Szumowskiego [10], ktérzy prowadzili rozdzial plazmy
nasienia na bibule, najwyrazniejsza byta frakcja alfa-globulin.

Na podstawie powyzszego mozna przypuszcza¢, ze zmiany opisane
przez Balbierza i wsp. [1, 2, 4] oraz Strzezka i wsp. [11] moga by¢ na-
stepstwem nie tylko uposledzenia funkcji gruczoléw, wywolanego pro-
cesem chorobowym, ale réwniez rozregulowania nadrzednej funkeji ste-

rujgcej, sprawowanej przez jgdra w stosunku do dodatkowych gruczo-
6w wydzielniczych narzgdu rozrodczego.
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Trudne do interpretacji sg najbardziej labilne zmiany obserwowane
w strefach IV i V. Frakcje plazmy nasienia, zlokalizowane w tych stre-
fach, nie majg odpowiedniké6w w elektroforegramach surowicy krwi.
U jednego z buhajow frakcje tych stref byly obecne w plazmie nasienia
pobieranego na sztuczng pochwe przez caly okres badan, gdy tymczasem
obserwowano ich brak w wydzielinie zebranej z przetoki nasieniowodu.

Rekapitulujgc wyniki uzyskane w AIE plazmy nasienia, pochodzgcego
z pobieran na sztuczng pochwe, mozna stwierdzi¢, ze sg one zgodne
z wynikami wczeSniejszych badan Balbierza i Nikolajczuk [3]. Zmiany
w obrazie AIE wydzieliny z przetok pokrywajg sie z obrazami obser-
wowanymi w elektroforegramie w zelu krochmalowym. Podobne wyniki
uzyskali Hunter i Hafs [9], prowadzgc identyfikacje skladnikéw plazmy
1 surowicy krwi za pomocg podwoOjnej dyfuzji i immunoelektroforezy.
Wykazanie aktywnosSci esterazy hydrolizujgcej octan alfa-naftylu oraz
stabej aktywnosci fosfatazy zasadowej w wydzielinie przetoki $wiadczy,
ze z odcinka ponizej zalozenia przetoki pochodzi przynajmniej czes$é tych
aktywnosci, stwierdzanych w plazmie nasienia ejakulowanego.
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TIIPEIBAPUTEJBHAA UIAEHTUDPUKALIMA BEJKOBBIX $PAKIUV CEMEHU
IIOJYYAEMBIX M3 OTAEJBHEIX CEKPEIVIPYIOIIMX YACTEM IIOJOBOTO
OPTAHA BBIKA

Pe3swowme

B mpoBefeHHBIX MCCJIENOBAHMAX YUMThbIBaJach IpeJBapuUTenbHasd WMAEHTUDUKA-
LIMA TIPOMCXOKIEHMUs OTAeNbHBLIX OENKOBBIX (MpaKLUMil copepxKallMxcA B ceKpere II0-
Jy4aeMOM M3 KaHIOJM CeMANpoBoJa M B ILJIa3Me CeMeHM OBIKOB ¢ IIOABA3aHHBLIM
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(2 6bpIKa) M KaHIJIMPOBAHHBIM ceMAnpoBogoM. C IIOMOIIBIO MeTOoAA snerTpodopesa
B KpaxMaJbLHOM JKejle yCTaHOBJEHO, YTO IIa3Ma CeMeH) MORONLITHbIX OBIKOB, He-
CMOTPA Ha MCKJIIOYEHMe CeKpeTa IIPUAATKOB CEeMEeHHMKa M CEMEHHMKOB, coaepikalna
Bce OesKOBbIe (PpaKLiMy COCPefOTOYeHHble B 5 30Hax murpaumy. C ZPyroil CTOPOHEI,
B CeKpeTe M3 KaHIOJM CEMANPOBOLOB B JIeKTpodoperpaMMe MOXKHO ObLIO KOHCTATH-
poBaTh Haauuye JMIIb ORHOM ¢pakumu B 30He I m dppaxumit 3o8br III. ITpy oo
MeTOLa MMMYHO9JEeKTpodope3a ¢ CBIBOPOTKON aHTM PSB B nuraszme ceMeHu Oblno ycra-
HOBJIeHO HaJuume o 8 ayr. B cegpere 13 KaHIOIM CEMANPOBOJAA ODHapyxKeHa OoAHa
yeTKasd JMHMUA B NPUKATOAHOM 30He M 2-3 cjabble JMHMUM B NPUMAHOAHON 30HE.

B KpecToBOI1 peaKIMy C CbIBOPOTKOI aHTu SNB, KaK M B MMMyHO3JIeKTpodopese
TaK U B ABOMHOMN Amuddy3un, B ceKpeTe M3 KaHIOJIM U B IIJIa3Me ceMeHM ObLiIv OoOHa-
PY3K€eHbl TPU NpPEeUMNINTAlMOHHbIE JIVHUMN.

YcTraHOBJIEHME aAKTUMBHOCTYM 9CTepa3bl TUAPOAM3MUpPYIOLLen aavga-HadTuiIagerar
¥ cynaboii aKTUMBHOCTHM ILEJIOYHONM ¢pocdaTal3bl B CEKpeTe U3 KaHIOJM CBUAETEJILCTBYyeT
O TOM, 4YTO M3 y4daCTKa HMIKe KaHIOJIM MPOMCXOAUT II0 KpalHen Mepe 4YacTbh aKTUB-
HOCTEe1 yCTAHOBJIEHHBIX B IJIa3Me 9AKYJVMPOBAHHOIO CEMEHM.

Henryk Balbierz, Zdzistaw Boryczko, Maria Nikolajczuk, Marian Tischner

PRELIMINARY IDENTIFICATION OF PROTEIN FRACTIONS OF THE SEMEN
PLASMA
OBTAINED FROM PARTICULAR SECRETORY SECTORS OF THE SEXUAL
ORGAN OF BULL

Summary

In the respective investigations a preliminary identification of origin of parti-
cular protein fractions contained in the secretion from the cannula and in the se-
men plasma of bulls with ligated (2 bulls) or cannulated (2 bulls) sperma-
ducts have been carried out. At application of the method of electrophoresis in
starch gel it has been proved that plasma of semen from the experimental bulls,
despite elimination of secretions from epididymis and testicles, contained all the
protein fractions accumulated within 5 migration zones. -On the other hand, in the
secretion from the cannulas in the electrophoregram only a single fraction in the
zone I and the fractions of the zone III could be found. By the immunoelectropho-
retic method with the anti-PSB serum the presence in semen of 8 bows or less
has been proved. In the secretion from the cannula one distinct line in the by-cat-
hode zone and 2-3 weak lines in the by-anode zone have been revealed.

In the cross reaction with the anti-SNB serum three precipitation lines in the
secretion from the cannula and in the semen plasma, both in the immunoelecrop-
horesis and the double diffusion, have been proved.

The proved activity of esteraze hydrolyzing the alpha-naphtylacetate and weak
activity of basic phosphatase in the secretion from the cannula confirms the pre-
sumption that from the sector below the cannula at least a part of these activities
proved in the plasma of ejaculated semen would originate.
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