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METABOLIZM I AKTYWNOS¢ AMINOTRANSFERAZY ASPARAGINIANOWEJ
W NASIENIU BUHAJA

Zdzistaw Boryczko
Katedra Rozrodu Zwierzat z Klinikg, Wydzial Weterynarii

SGGW-=AR w Warszawie

W ukladach doswiadozalnyoh, imitujgcych warunki wystepujgce
w trakcie konserwacji nasienia 1 w czasie kapathacji, badano
wplyw tych proceséw na metabolizm plemniké4w i uwalnlanie z nich
do osooza nasienia aminotransferazy asparaginianowej, W bada=-
niach tych uwzgledniano réwniez wyniki uzyskane w trakcie oceny

morfologicznej plemnikéw,
METABOLIZM I AKTYWNOS(E ASpAT W NASIENIU ZAKAZONYM BAKTERIAMI

Poglagdy na temat nieswoistej flory bakteryjnej wystepujgcej
w nasieniu sg rézne, Wierzbowski [24] twierdzi y %e nie ma wys-
tarocza jgcych dowodéw na to, aby zakazenie nasienia florg nie-
swolstq wywieralo wplyw na jego zapiadnialno$é, natomiast
Krélifski [16] donosi o przypadku, kiedy to zakazone nasienie
buha ja wykazywalo obnizong Zywotnoéé i zapladnialnoéé, Znany
Jest réwniez fakt wywolywania przez jeden 2z szczepbédw Staphylo-

coccus aureus zmian strukturalnych w gidéwkach plemnikéw oraz

zmian w ich ruchliwoéci i metabolizmie [19] . Zagadnienie to
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analizowano w warunkach dodwiadczalnych, uzywajgqc sztucznie za-
kazonego nasienia, Starano si¢ uzyskaé adpowiedZ na pytanie,
jaki wplyw na biologiczne wladciwosdci nasienia majg takie dro-
bnoustro je Jak Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i
Escherichia coli, jako na jcze$ciej wystepujgce w nasieniu, Wszy-
stkie badane bakterie powodowaly obnizenie zuzycia tlenu w inku-
bowanych prébach nasienia, Rbéznice te, statystycznie istotne
miedzy prébami kontrolnymi i zakazonymi, zawieraly si¢ jednak

w niewielkim przedziale kilku mikrolitréw zuzywanego tlenu w
przeliczeniu na 108 plemnikéw (tab, 1).

Yyraznie zwiekszone uwalnianie do osocza nasienia aminotran-
sferazy asparaginianowej, ktore mogld wg Browna i wsp, [8]
$wiadozyé o uszkodzeniu struktury komérkowej plemnikdéw, mialo
mie jsce jedynie w przypadku zakazenia bakteriaml z gatunkéw
Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus w prébach o bar-
dzo znacznym stopniu zakazenia, wynoszgcym 30 milionéw komérek
bakteryjnych w 1 ml (tab, 2). W prébach kontrolnych i o zakaze-
niu 3 milionami komdérek bakteryjnych w 1 ml nie stwierdzono
znaczgcych roznic w wysoko$ci odsetka plemnikéow martwych po je-
dnogodzinnej inkubacji [2, 3]. :

W ostatnich latach dyskutowany jest wplyw, Jjaki moze wywie=-
raé osocze nasienia na blone cytoplazmatyczng bakterii [14]. Z
osocza nasienia udalo sie¢ wyizolowaé frakcj¢ bialkowg, somipla-
zming, o dzialaniu antybakteryjnym, polegajgcym na hamowaniu
syntezy RNA w komérce bakteryjnej [ 20].

W badaniach wlasnych, w ktérych materialem do analizy ultra-

strukturalnej byto nasienie inkubowane z E, coli niehemolizujg-

cym, zaobserwowano przejasnienia i fragmentacje protoplazmy ko



Vptyw 3 i 30 milionéw komérek bakteryjnych

Tabela

Pseudomonas aeruginosa, Staphylocooccus aureus i E, coli na zuzycie tlenu przez plemmiki buhaja

(pomiary w aparacie Uarburga)

Zuzycie tlenu w mikrolitrach przez 108 plemnikéw po

Préba n

15 min 30 min 45 min 60 min
Kontrola 16 . &4,84 8,31] 11,75 ] 14,427
Nasienie z 3 mln
Ps, aeruginosa/ml 16 h,12 7,21 10,36 | x 12,79 | xx
Nasienie z 30 mln
Ps, aeruginosa/ml 16 4,09 6,25 9,05 | 10,31 |
Kontrola 20 7,34 12,h8- ] 16,07 ] 20,30- ]
Nasienie z 3 mln x
Staph, aureus/ml 20 5,84 9,82 13,29 | xx 16,00 | |XX
Nasienie z 30 mln
Staph, aureus/ml 20 4,38 7,62 | 11, 10 | 14,06
Kontrola 20 8,83 13,09 19,93 24,23
Nasienie z 3 mln % x
E, ocoli niehemol, 20 8,25 12,03 | xx 17,33 XX 20,96 XX
Nasisenie z 30 mln
B, coli/ml niehemol. 20 7,98 11,25 16,28 20,25
Kontrola 20 7,09 13,62 17,74 22,21
Nasienie z 3 mln x
E, oeli hemol, 20 5,84 11,22 15,45 19,34
Nasienie z 30 mln
E, coli/ml hemol, 20 5,89 10,93 14,77 18,69

x P < 0,0%.
P

< 0,01.



Aktywnoéé GOT w prébach nasienia

Tabela

po dodaniu Pseudomonas aeruginosa, Staphylocococus aureus i E, ocoli

i po jednogodzinnej inkubaocji w temp, 37°c

2

Aktywno$é w mikrojednostkach/ml

Préba n Réznioa
przed inkubacjsg po inkubaocji

Kontrola 12 280,30 321,60 k1,30
Nasienie z 3 mln
Ps, aeruginosa/ml 12 300,13 364,30 XX 64,17
Nasienie z 30 mln X
Ps., aeruginosa/ml 12 284,98 k43,70 158,72
Eontrola 16 325,4 350,0 24,6
Nasienie z 3 mln
Staph, aureus/ml 16 325, 1 372,0 XX 48,9
Nasienie z 30 mln A
Staph, aureus/ml 16 305,5 L422,6 117,1
Kontrola 18 269,50 316,46 46,96
Nasienie z 3 mln
E. coli/ml niehemol, 18 265,40 334,50 69, 10
Nasienie z 30 mln
E. coli/ml niehemol, 18 264, 30 364,16 99,86
Kontrola 20 216,0 258,8 42,8
Nasienie z 3 mln
E. coli/ml hemol, 20 217,3 274,3 57,0
Nasienie z 30 mln
E. coli/ml hemol, 20 225,6 287,4 61,8

x
n

P £0,05,

XX

P £ 0,01,
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mérek bakteryjnych, Protoplazma wydostawala si¢ na zewnatrz w
formie pgcherzykéw, Stwierdzono takze uszkodzenie blon komérko=-
wych bakterii, Stopier uszkodzenia komérek bakteryjnych byi w
niektérych prébach nasienia znaczny [5].

W trakcie inkubacji kontaminowanyda préb nasienia dokonano
réwniez pomiardéw zawartodci ATP i ADP metodg bioluminiscencji
opisana przez K&hna i wsp. [15]. Zawartoéé ATP i ADP spada W
przebiegu 6-godzinnej i;kubacji. Spadek ten jednak byl podobny

w prébach kontrolnych i zakazonych bakteriami (4],

METABOLIZM PLEMNIKOW I AKTYWNOSEG AspAT

W PROCESIE ROZMRAZANIA NASIENIA

Zdaniem Robinsa i wep,[22] Zywotnoéé nasienia poddanego pro-
cesowl zamrazania, a nastepnie rozmrazania, zalezy od wielu
czynniké4w, Bardzo istotny jest sposéb rozmrazania nasienia, Dla
nasienia mrozonego w siomkach najlepsza ruchliwo$é i najnizszy
odsetek uszkodzonych plemnikéw wykazywaly préby krétkotrwale
rozmrazane w temp, 56°C.

Biorgc bod uwage powyzsze, wydawalo si¢ celowe przedledzenie
#zywotnoéci, oddychania i aktywnoéci Aspat nasienia konserwowa-
nego metodg kulek po jego rozmrozeniu w réznych temperaturach
[6]. Rozmrazanie przeprowadzano w izotonicznym roztworze NaCl
w temp. 4, 20 i 40°C, Z tabeli 3 wynika, %e najwyzszg aktywnoéé
aminotransferazy asparaginianowej wykazywaly proby nasionia roz-
mrazanego w temp, u°c. Mimo braku statystycznie istotnych réz-
nic mozna Lylo zauwazyé prawidlowoéé polegajgcq na tym, Ze naj-

mnieJ enzymu uwalnian® byio do osocza W prébach rozmrazanych w
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METABOLIZM I AKTYWNOS¢ AMINOTRANSFERAZY ASP., Ly

temp, hOOC. Poziom zuzywanego tlenu w prébach rozmrazanych w
temp, 40°c byl zdecydowanie naJjwyzszy, co zresztg zwigzane bylo
przypuszczalnie réwniez z przezywalnodcig tak rozmrazZanego na-

sienia (tab. i 5).

Tabela L

Objetodé zuzytego tlenu w mikrolitrach

W przeliczeniu na 108 plemnikéw w prébach nasienia
rozmrazanych w réznych temperaturach

w trakocie godzinnej inkubacji w aparacie Warburga

w temperaturze 37°C

Czas inkubacji i objeto$é zuzywanego tlenu

Temperatura %

rozmrazania 15 min 30 min ks min 60 min
3° 6 8,05 15,30 20,75 23,38
20° 6 8, 10 16,05 18,23 22,13
40° 6 15,70 23,26 27,76 31,95

METABOLIZM I AKTYWNOSC AspAT NASIENTA BUHAJA
PODDANEGO PROBIE KAPACYTACJI IN VITRO

Celem ostatnio pod jgtyoh badah bylo przedéledzenie zmian bio=-
ochemicznych 1 morfologicznych zachodzgcyoh podozas kapacytacji
plemniké4w buha ja w warunkach in vitro, Kapacytacja plemnikéw we-

diug klasycznej definicji Austina [1] okre$lana jest jako zespédi
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METABOLIZM I AKTYWNOS¢ AMINOTRANSFERAZY ASP, %9

zmian zachodzgcych w plemnikach w trakcie wedrdéwki nasienia
przez drogi rodne zZenskie, umozliwiajgoych im zaplodnienie ko-
mérki jajowej, W czasie kapacytacji dochodzi do podwyZszenia me-
tabolizmu nasienia, ktére Hammer i Wiliams [13]stwierdzili w
formie zwigkszonego zuzycia 02. lgczy sie to takze z hiperakty-
wacjg ruchu plemnikédw, Proces kapacytacji powoduje rozwiniegcie
sie reakcji akrosomalnej w gidéwce plemnika, W osoczu nasienia
stwierdzono obecnos$é®ozynnika dekapacytujgcego, nad identyfika-
cjg ktoérego trwajg badania [17]. Oceny efektywnoséci réznych me-
tod kapacytacji nasienia buhe ja w warunkach in vitro dokonatl
Fukui ; wsp., [12]. Z pracy tej wynika, Ze najlepszy efekt kapa-
cytacji uzyskuje si¢ przy stosowaniu ptynu pecherzykowego, Obe
serwac je dokonane podczas owulacji in vitro wskazuja na to, ze
plyn ten prawie w caltoéci - po przerwaniu ocigglosci Sciany pe¢-
cherzyka jajnikowego - wlewa sige do lejka jajowodu [18], W Kkil=
ku wezebnie jszych pracach [11, 25] wykazano, ze plyn pecherzy-
kowy moze mieé udzial w procesie kapacytacji plemnikéw, a ostat-
nio stwierdzono, ze aktywnym czynnikiem w plynie ustrojowym, od-
powiedzalnym za indukcj¢ reakcJi akrosomalnej, Jjest siarczan
glukozaminoglykanu [21].

W trakcie reakeji akrosomalnej zachodzi zjawisko destabiliza-
cji blony komérkowej blemnika i blony zewnetrznej akrosomu [17].
Jednym ze skiadnikdéw biorgcych udzialt w procesie kapacytacji
plemnikéw i rozwiniecia sie reakcji akrosomalnej plemniké6w u
zwierzat laboratoryjnych i czlowieka jest albumina, ktéra nie
bierze udziaiu w zjawisku hiperaktywéoji plemmikow [9, 10].

W badaniach wlasnych stosowano albuming surowiczg bydleca

i piyn pecherzykowy, Inkubacja nasienia z plynem pecherzykowym
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spowodowala znaczny wzrost zuzycia tlenu w tyoh prdébach

(tab, 6)., Odmiennie zachowywaly sie préby z dodatkiem albumi-
ny, Najnizsze zuzycie tlenu zanotowano w prébach nasienia o
na jwyzszym stezeniu albuminy, tzn, 10 mg/ml,

Zarévno plyn pecherzykowy, jak i albumina, stymulowaly ru-
chliwo$¢é nasienia buhaja w trakcie czterech pierwszych godzin
inkubacji w temp, 37°C w la%ni wodnej, W trakcie inkubacji ob-
serwowano,,splywanie" materiatu, przypuszozalnie z giéwki ple-
mnika, i osadzenie go w formie kropli w regionie wstawki plem-
nika (dotyczylo to gléwnie préb nasienia z piynem pecherzyko-
wym). Czterogodzinna inkubacja nasienia z plynem pecherzykowym
powodowala tworzenie si¢ komplekséw plemnikdédw aglutynujgcych
glowkami, W toku kolejnych dwéch godzin inkubacji obserwowano
obnizZenie odsetka plemnikdéw ruchliwych w prébach z plynem pe-
cherzykowym, natomiast albumina podtrzymywata t¢ ruchliwoéé,

Aktywno$é AspAT byla kilkakrotnie wyzsza w prébach nasienia
z piynem pecherzykowym w pordwnaniu z prdébami kontrolnymi,
przy czym uwalnianie tego enzymu do osocza nasienia mialo juz
miejsoce w momencie zmieszania prébki nasienip z plynem peche-
rzykowym (tab, 7). Albumina nie powodowata takich zmian, W
przypadku préb nasienia inkubowanych z albuming o stezeniu
10 mg/ml na jnizszg aktywno$é AspAT zaobserwowano w nich po
czterech godzinach inkubacji (tab, 8).

W preparatach barwionych metodqg Watsona, w ktérych ocenia-
no morfologie¢ akrosomu, stwierdzono po sze$ciu godzinach in-
kubacji z plynem pecherzykowym wyzszy odsetek plemnikéw z re-
akojg akrosomalng niz w prdébach z albuming i w prébach kon-

trolnych,
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Zuzycie tlenu w prébach nasienia inkubowanyoch z dodatkiem piynu pecherzykowego

oraz albuminy surowiozej bydlecej

6

Rodza j préby

Zuzyoie tlenu w mikrolitrach przez 108 plemnikéw

15 min 30 min 45 min 60 min

X x x s x s
BFF 20% 7,29 Z2,Lk4 19,74 %5,28 24,38 18,52 29,55 29,03
BFF Lo0% 8,91 ¥3,17 18,15 24,18 24,88 16,53 31,14 17,86
BFF 60% 10,67 24,33 19,27 18,47 25,76 %10,40 31,96 212,04
BFF 80% 11,90 3,82 23,47 27,67 30,63 %9,02 29,31 212,88
BSA 2 mg/ml 6,19 ¥2,70 13,49 £3,80 18,69 %3,58 23,81 17,31
BSA U4 mg/m1 5,33 2,95 10,33 24,74 16,23 13,66 19,70 4,80
BSA 6 mg/ml 5,59 i, ol 12,93 24,15 16,45 X4, 38 19,13 %5,77
BSA 10 mg/ml 5,49 2,23 9,18 %3,30 11,39 %2,60 14,96 3,24
Kontrola 6,09 *2,93 12,18 4,91 16,18 16,23 21,82 7,62

Objadnienia:

BFF - Piyn pecherzykowy Jjajnikowy,

BSA -~ Albumina bydlgca surowiocza (frakoja V-ta, Sigma).
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METABOLIZM I AKTYWNOS¢ AMINOTRANSFERAZY ASP, 5

Sprawdzeniem skutecznof$ci kapacytacji in vitro nasienia bu-
haja w plynie pecherzykowym byly wyniki penetracji oocytédw
chomiczych (Yanagimaohi i wsp, [26 ]), ktére wahaty sie od 37,5
do 78,2% dla préb nasienia mrozonego, pochodzgcego od réznych
buha jéw (tab, 9).

Zakazenia bakteryjne nie wydajg si¢ wywieraé znacznego
wplywu na metabolizm kK plemnikdéw i uwalnianie enzymu aminotrans-
ferazy asparaginianowej do osocza nasienia.Natomiast istotnym
czynnikiem wplywajgcym na te procesy jest temperatura rozmra-
zania, Proces kapacytacji plemnikéw powoduje wzrost ich aktyw=-
noéci metabolicznej, Dlatego tez moze to byé dobrym parametrem

do oceny przebiegu tego procesu,
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Zdzistaw Boryozko

THE METABOLISM AND ACTIVITY OF ASPARAGINE

AMINOTRANSFERASE IN THE SEMEN OF BULL
Summary

The oxygen consumption and activity of asparagine amino=
transferase in frozen bull semen were most favourable on un-
freezing the sample at 40°C, Bacterial contamination had not
had any significant influence on the value of the above para-
meters, A significant influence, i,e, increase of asparagine
aminotransferase activity and of the oxygen consumption index,
have been observed in samples subjected to capacitation in
vitro in the wvesicular fluid, The high ratio of penetrated
hamster oocytes had emabled to verify the efficiency of semen

capacitation in the wvesioular fluid,

343ucaaB BOPHYKO

METABOJU3M U AKTHMBHOCTH [JIDTAMATACNAPTATTPAHCAMHHASH
B CEMEHII BHKA

Peawwme

llorpebrenne KUCAODPOXA ¥ AKTUBHOCTH DIDTAMATACIADPTATTPAHC=
aMVHa3H B 3aMOPOXEHHOM CEeMEHM OHKa ¢OpMUPOBaNINCH Haunboiee Ona-
rOonpuATHO NPHU DaA3MOpaXMBAHUM Nnpob6 B TeMneparype 40°c. bakrepu=-

&N BPHHE 3ampa3HEeHUA OKa3HBaJy HeOOoNbWOE BIMAHWE HA 3HAYEHUA BH-
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HEeYNOMARYTHX MNapaMerpoB, 3JHAYUTENHHOE BIMUAHHE, T.€., NOBHOEENE aK-
THBHOCTH IJADTAMATCNADTATTPAHCAMNHABH U MHAEKC MOTPEOJEHMA KHCIO-

posa GHJIO OTMEYEHO B Npolax CEeMeHH OHKa, NOABEPrHYyTHX Kananuranuu
in vitroB Qoanuxynapno#t xuaxocTH. [lOKasarenreM 3GPeKTUBHOCTHM KANaNK-

TAIKX CEMeHH B QONNRKYNAPHOK XMAKOCTM OHJN BHCOKHiL NMPOOEHT IPOHNKA-~

CMHX XOMAYNX OOIMTOB.



