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METABOLIZM I AKTYWNOŚĆ AMINOTRANSFERAZY ASPARAGINIANOWEJ 

W NASIENIU BUHAJA 

Zdzistaw Boryczko 
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SGGW-AR w Warszawie 

W układach doświadczalnych, imitujących warunki występujące 

w trakcie konserwacji nasienia 1 w czasie kapacytacji, badano 

wpływ tych procesów na metabolizm plemników i uwalnianie z nich 

do osocza nasienia aminotransferazy asparaginianowej, W badae 

niach tych uwzględniano również wyniki uzyskane w trakcie oceny 

morfologicznej plemników, 

METABOLIZM I AKTYWNOŚĆ ASpAT W NASIENIU ZAKAŻONYM BAKTERIAMI 

Poglądy na temat nieswoistej flory bakteryjnej występującej 

w nasieniu są różne, Wierzbowski [24] twierdzi , że nie ma wys- 

taroza jacych dowodéw na to, aby zakazenie nasienia filorg nie- 

swoistą wywierało wpływ na jego zapładnialność, natomiast 

Króliński [16] donosi o przypadku, kiedy to zakażone nasienie 

buha ja wykazywało obniżoną żywotność i zapładnialność, Znany 

jest również fakt wywoływania przez jeden z szczopów Staphylo- 

coccus aureus zmian strukturalnych w główkach plemników oraz 

zmian w ich ruchliwości i metabolizmie [19]. Zagadnienie to
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analizowano w warunkach doSwiadczalnych, uzywajqac sztucznie za- 

każonego nasienia, Starano się uzyskać odpowiedź na pytanie, 

jaki wpływ na biologiczne właściwości nasienia mają takie dro- 

bnoustro je jak Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i 

Escherichia coli, jako najczęściej występujące w nasieniu, Wszy- 

stkie badane bakterie powodowały obniżenie zużycia tlenu w inku= 

bowanych próbach nasienia, Różnice te, statystycznie istotne 

między próbami kontrolnymi i zakażonymi, zawierały się jednak 

w niewielkim przedziale kilku mikrolitrów zużywanego tlenu w 

przeliczeniu na 10° plemników (tab, 1). 

Wyraźnie zwiększone uwalnianie do osocza nasienia aminotran- 

sferazy asparaginianowej, które mogło wg Browna i wsp, [8] 

świadczyć o uszkodzeniu struktury komórkowej plemników, miało 

miejsce jedynie w przypadku zakażenia bakteriami z gatunków 

Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus w próbach o bar- 

dzo znacznym stopniu zakażenia, wynoszącym 30 milionów komórek 

bakteryjnych w 1 ml (tab, 2). W próbach kontrolnych i o zakaże 

niu 3 milionami komórek bakteryjnych w 1 ml nie stwierdzono 

znaczących rożnic w wysokości odsetka plemników martwych po je- 

dnogodzinnej inkubacji [2, 3]. 

W ostatnich latach dyskutowany jest wpływ, jaki może wywie- 

rać osocze nasienia na błonę cytoplaznatyczną bakterii [14]. 2 

osocza nasienia udało się wyizolować frakcję białkową, semipla— 

zminę, o działaniu antybakteryjnym, polegającym na hamowaniu 

syntezy RNA w komórce bakteryjne j [20]. 

W badaniach własnych, w których materiatem do analizy ultra- 

strukturalnej było nasienie inkubowane z E, coli niehemolizują- 

cym, zaobserwowano przejaśnienia i fragmentacje protoplazmy ko=



Wpływ 3 i 30 milionów komórek bakteryjnych 

Tabe la 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i E, coli na zużycie tlenu przez plemniki buhaja 

(pomiary w aparacie Warburga) 

  

Zużycie tlenu w mikrolitrach przez 108 plemników po 

  

  

  

      
  

  

Próba n 

15 min 30 min 45 min 60 min 

Kontrola 16 ‚ 4,84 8,31 | 11,75 | 14,42 | 

Nasienie z 3 mln 
Ps, aeruginosa/ml 16 4,12 7,21 10,36 | x 12,79 | xx 

Nasienie z 30 mln 
Ps, aeruginosa/ml 16 4,09 6,25 | 9,05 | 10,31 J 

Kontrola 20 7,34 12,48 | 16,07 | 20,30 | 
Nasienie z 3 mln = 
Staph, aureus/ml 20 5,84 9,82 13,29 | хх 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 * х 
E, coli niehemol, 20 8,25 12,03 17,33 Xx 20,96 xx 

Nasienie z 30 mln 
Е. coli/ml niehemol, 20 7,98 11,25 16,28 20,25 

Kontrola 20 7,09 13,62 17,7% 22,21 

Nasienie z 3 mln 
x E, osli hemol, 20 5,8% 11,22 15,45 19,34 

Nasienie z 30 mln 
E. ooli/ml hemol, 20 5,89 10,93 14,77 18,69 

  

х P £ 0,05. 

P S 0,01.



Aktywność GOT w próbach nasienia 

Tabe la 

po dodaniu Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i E, coli 

i po jednogodzinnej inkubacji w temp, 37°C 

2 

  

Aktywno46 w mikrojednostkach/al 
  

  

  

  

  

Préba n Różnica 

przed inkubac ją po inkubacji 

Kontrola 12 280, 30 321,60 41,30 

Nasienie z 3 min 
Ps, aeruginosa/ml 12 300, 13 364, 30 xx 64,17 

Nasienie z 30 mln x 
Ps, aeruginosa/ml 12 284,98 43,70 158,72 

Kontrola 16 325,4 350,0 24,6 

Nasienie z 3 min 

Staph, aureus/ml 16 325,1 372,0 хх 48,9 

Nasienie z 30 min z 

Staph, aureus/ml 16 305,5 422,6 117,1 

Kontrola 18 269,50 316,46 46,96 

Nasienie z 3 min 
Е. coli/ml niehemol, 18 265,40 334,50 69,10 

Nasienie z 30 min 

E, ooli/ml niehemol, 18 264 , 30 364,16 99,86 

Kontrola 20 216,0 258,8 42,8 

Nasienie z 3 min 
E, coli/ml hemol, 20 217,3 274,3 57,0 

Nasienie z 30 mln 
Е. со11/ш1 Вешо1. 20 225,6 287,4 61,8 

  

x и Р < 0,05. 

хх Р < 0,01.
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mórek bakteryjnych, Protoplazma wydostawała się na zewnątrz w 

formie pęcherzyków, Stwierdzono także uszkodzenie błon komórko— 

wych bakterii, Stopień uszkodzenia komórek bakteryjnych był w 

niektórych próbach nasienia znaczny [5]. 

W trakcie inkubacji kontaminowanych prób nasienia dokonano 

również pomiarów zawartości ATP i ADP metodą bioluminiscencji 

opisaną przez KMhna i wsp. [15]. Zawartość ATP i ADP spada w 

przebiegu 6-godzinne j inkubacji. Spadek ten jednak był podobny 

w próbach kontrolnych i zakażonych bakteriami [4], 

METABOLIZM PLEMNIKÓW I AKTYWNOŚĆ AspAT 

W PROCESIE ROZMRAŻANIA NASIENIA 

Zdaniem Robinsa i wsp,[22] żywotność nasienia poddanego рго- 

cesowi zamrażania, a następnie rozmrażania, zależy od wielu 

czynników, Bardzo istotny jest sposób rozmrażania nasienia, Dla 

nasienia mrożonego w słomkach najlepszą ruchliwość i najniższy 

odsetek uszkodzonych plemników wykazywały próby krótkotrwale 

rozmrażane w temp, 56°C, 

Biorąc pod uwagę powyższe, wydawało się celowe prześledzenie 

żywotności, oddychania i aktywności Aspat nasienia konserwowa- 

nego metodą kulek po jego rozmrożeniu w różnych temperaturach 

[6]. Rozmrażanie przeprowadzano w izotonicznym roztworze NaCl 

w temp. 4, 20 i hO?C, Z tabeli 3 wynika, że najwyższą aktywność 

aminotransferazy asparaginianowej wykazywały próby nasienia roz- 

mrażanego w temp, kC, Mimo braku statystycznie istotnych róż 

nic można było zauważyć prawidłowość polegającą na tym, że naj- 

mniej enzymu uwalniane było do osocza w próbach rozmrażanych w
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temp, ho°c, Poziom zuzywanego tlenu w prébach rozmrazanych w 

temp. 4o°c był zdecydowanie najwyższy, co zresztą związane było 

przypuszczalnie również z przeżywalnością tak rozmrażanego na- 

sienia (tab. hi 5). 

Tabela 4 

Objętość zużytego tlenu w mikrolitrach 

w przeliczeniu na 10° plemników w próbach nasienia 

rozmrażanych w różnych temperaturach 

w trakcie godzinnej inkubacji w aparacie Warburga 

w temperaturze 37°C 

  

Czas inkubacji i objętość zużywanego tlenu 
  

  

Temperatura м 

rozmrazania 15 min 30 min 45 min 60 min 

4° 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 AKTYWNOŚĆ AspAT NASIENIA BUHAJA 

PODDANEGO PRÓBIE KAPACYTACJI IN VITRO 

Celem ostatnio podjętych badań było prześledzenie zmian biom 

chemicznych i morfologicznych zachodzących podczas kapacytacji 

plemników buhaja w warunkach in vitro, Kapacytacja plemników ме- 

dług klasycznej definicji Austina [1] określana jest jako zespół
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zmian zachodzących w plemnikach w trakcie wędrówki nasienia 

przez drogi rodne żeńskie, umożliwiających im zapłodnienie ko- 

mórki jajowej, W czasie kapacytacji dochodzi do podwyższenia me- 

tabolizmu nasienia, które Hammer i Wiliams [13]stwierdzili w 

formie zwiększonego zużycia о. Łączy się to także z hiperakty- 

wację ruchu plemników, Proces kapacytacji powoduje rozwinięcie 

się reakcji akrosomalnej w główce plemnika, W osoczu nasienia 

stwierdzono obecność'*ozynnika dekapacytującego, nad identyfika— 

cją którego trwają badania [17]. Oceny efektywności różnych me— 

tod kapacytacji nasienia buhaja w warunkach in vitro dokonał 

Fukui i wsp, [12]. Z pracy tej wynika, że najlepszy efekt kapa- 

суфас]1 uzyskuje się przy stosowaniu płynu pęcherzykowego, Ob- 

serwacje dokonane podczas owulacji in vitro wskazują na to, ze 

płyn ten prawie w całości - po przerwaniu ciągłości ściany pę- 

cherzyka jajnikowego -— wlewa się do lejka jajowodu [18], W kil= 

ku wcześniejszych pracach [11, 25] wykazano, że płyn pęcherzy= 

Кому może mieć udział w procesie kapacytacji plemników, a ostat- 

nio stwierdzono, że aktywnym czynnikiem w płynie ustrojowym, od- 

powiedzalnym za indukcję reakcji akrosomalnej, jest siarczan 

glukozaminoglykanu [21]. 

W trakcie reakcji akrosomalnej zachodzi zjawisko destabiliza— 

cji błony komórkowe j plemnika i błony zewnętrznej аКгозоши [17]. 

Jednym ze składników biorących udział w procesie kapacytacji 

plemników i rozwinięcia się reakcji akrosomalne j plemników u 

zwierząt laboratoryjnych i człowieka jest albumina, która nie 

bierze udziału w zjawisku hiperaktywacji plemników [9, 10]. 

W badaniach własnych stosowano albuminę surowiczą bydlęcą 

i płyn pęcherzykowy, Inkubacja nasienia z płynem pęcherzykowym
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spowodowała zgnaczny wzrost zuzycia tlenu w tyoh próbach 

(tab, 6), Odmiennie zachowywały się próby z dodatkiem albumi- 

ny, Najniższe zużycie tlenu zanotowano w próbach nasienia o 

najwyższym stężeniu albuminy, tzn, 10 me/nl, 

Zarówno płyn pęcherzykowy, jak i albumina, stymulowały ru- 

chliwość nasienia buhaja w trakcie czterech pierwszych godzin 

inkubacji w temp, 37°C w łaźni wodnej, W trakoie inkubacji ob- 

serwowano „ spływanie' materiału, przypuszczalnie z główki ple- 

mnika, i osadzenie go w formie kropli w regionie wstawki plem- 

nika (dotyczyło to głównie prób nasienia z płynem pęcherzyko— 

wym |. Czterogodzinna inkubacja nasienia z płynem pęcherzykowym 

powodowała tworzenie się kompleksów plemników aglutynujących 

główkami, W toku kolejnych dwóch godzin inkubacji obserwowano 

obniżenie odsetka plemników ruchliwych w próbach z płynem pę- 

cherzykowym, natomiast albumina podtrzymywała tę ruchliwość, 

Aktywność AspAT była kilkakrotnie wyższa w próbach nasienia 

z płynem pęcherzykowym w porównaniu z próbami kontrolnymi, 

przy czym uwalnianie tego enzymu do osocza nasienia miało już 

miejsoe w momencie zmieszania próbki nasienia z płynem pęche- 

rzykowym (tab, 7). Albumina nie powodowała takich zmian, W 

przypadku prób nasienia inkubowanych z albuminą o stężeniu 

10 mg/ml najniższą aktywność AspAT zaobserwowano w nich po 

czterech godzinach inkubacji (tab, 8). 

W preparatach barwionych metodą Watsona, w których ocenia-~ 

no morfologię akrosomu, stwierdzono po sześciu godzinach in= 

kubacji z płynem pęcherzykowym wyższy odsetek plemników 2 ге- 

akoją akrosomalną niź w próbach z albuminą i w próbach kon- 

trolnych,



Tab e la 

Zużycie tlenu w próbach nasienia inkubowanych z dodatkiem płynu pęcherzykowego 

oraz albuminy surowiozej bydlecej 

6 

  

Rodzaj préby 

Zużycie tlenu w mikrolitrach przez 108 plemnikéw 

  

  

  

  

  

15 min 30 min 45 min 60 min 

z x x s x s 

BFF 20% 7,29 =2,44 19,74 Ż5,28 24,38 #8, 52 29,55 *9,03 

BFF 10% 8,91 #3,17 18,15 24,18 24,88 26,53 31,14 =7,86 

BFF 60% 10,67 24,33 19,27 28,47 25,76 210,40 31,96 £12,04 

BFF 80% 11,90 23,82 23,47 #7, 67 30,63 +9, 02 29,31 *12, 88 

BSA 2 mg/ml 6,19 42,70 13,49 23,80 18,69 43,58 23,81 £7,351 

BSA 4 mg/ml 5,33 22,95 10,33 24,74 16,23 #3, 66 19,70 #4, 80 

BSA 6 mg/ml 5,59 th, oh 12,93 24,145 16,45 2h, 38 19,13 #5, 77 

BSA 10 mg/ml 5,49 ż2,23 9,18 23,30 11,39 #2, 60 14,96 23,24 

Kontrola 6,09 ż2,93 12,18 24,94 16,18 26,23 21,82 #7, 62 

Objaśnienia: 

BFF - Płyn pęcherzykowy ja jnikowy,. 

BSA - Albumina bydlęca surowioza ( frako ja Veta, Sigma |,
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Sprawdzeniem skuteczności kapacytacji in vitro nasienia bu- 

haja w płynie pęcherzykowym były wyniki penetracji oocytów 

chomiczych (ranagimachi i wsp, [26 }), które wahały się od 37,5 

do 78,2% dla prób nasienia mrożonego, pochodzącego od różnych 

buhajów (tab. 9). 

Zakażenia bakteryjne nie wydają się wywierać znacznego 

wpływu na metabolizm, plemników i uwalnianie enzymu aminotrans— 

ferazy asparaginianowej do osocza nasienia.Natomiast istotnym 

czynnikiem wpływa jącym na te procesy jest temperatura rozmra— 

żania, Proces kapacytacji plemników powoduje wzrost ich aktyw 

ności metabolicznej, Dlatego też może to być 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 vesicular fluid, The high ratio of penetrated 

hamster oocytes had enabled to verify the efficiency of semen 

oapacitation in the vesioular fluid, 

Здзислав Борычко 

МЕТАБОЛИЗМ И АКТИВНОСТЬ ГЛЮТАМАТАСПАРТАТТРАНСАМИНАЗЫ 

В СЕМЕНИ БЫКА 

Резюме 

Потребление кислорода и активность глютаматаспартаттранс- 

аминазы в замороженном семени быка формировались наиболее бла- 

гоприятно при размораживании проб в температуре 40°C. Бактери- 

альные запразнения оказывали небольшое влияние на значения вы-
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шеупомянутых параметров. Значительное влияние, т.е. повышение ак- 

тивности глютаматспартаттрансаминазы и индекс потребления кисло- 

рода было отмечено в пробах семени быка, подвергнутых капацитации 

11 уфов фолликулярной жидкости. Показателем эффективности капаци- 

тации семени в фолликулярной жидкости был высокий процент проника- 

емых хомячих ооцитов.


