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Ciggle poszukiwania nowych spasobow, ktore pozwolilyby wnikliwie]j
poznaé linterieur ustrojow wyzszych, obejmujg swym zasiegiem coraz
to nowe grupy skladnikéw organizmu. Dzigki temu ostatnio w immuno-
genetyce [1, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13], a takze w diagnostyce klinicznej
chefnie wykorzystywane sg dla wspomnianych celéow wlasciwosci enzy-
matyczne niektérych ukiadéw badz ich polimorfizm, stanowigcy dodat-
kowy czynnik réznicowania [11].

Herrmann [4] podaje, ze w plazmie nasienia czlowieka wystepujg,
wérod niespecyficznych esteraz, dwa enzymy o ruchliwosci alfa,
i gamma. Trzecia forma tego enzymu o ruchliwosci elektroforetycznej
beta zostala wykryta w nasieniu patologicznym. Evrev i wsp. [2] w ba-
daniach nad nasieniem czlowieka ustalili, ze aktywno$¢ esterazowa alfa
i beta, jak roéwniez aktywno$¢ kwasnej i zasadowej fosfatazy pochodzg
z plazmy nasienia, natomiast esteraza migrujgca ku katodzie pochodzi
z plemnikéw; jest rowniez obecna w wyciggach z jgder, prostaty i wa-
troby, a wedlug Herrmanna [4] w wyciggach takze innych narzadow
(najadrzy, pecherzykow nasiennych, migdatkéw oraz skéry).

Podejmujgc nasze badania pragneliSmy ustali¢ przecietny obraz zy-
mogramo6w niektérych enzymoéw, wybierajgc na poczgtek esterazy kar-

* Praca wykonana w ramach problemu wezlowego 0.9.3.1.,, koordynowanego
przez Polskg Akademie¢ Nauk.
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boksylowe, fosfataze zasadowsg i kwasng. Sadzimy, ze mozliwosé kontroli
nie tylko frakcji bialka, lecz takze poszczegbélnych enzyméw i ich form
polimorficznych moglaby byé wykorzystana dla orzekania o zahamo-
waniu funkcji wydzielniczej tych odcinkéw narzgdu rozrodczego ogiera,
w ktoérych enzymy te sg produkowane.

MATERIAEL 1T METODY

Rozdzial plazmy pelnego nasienia ogieréw prowadzono w zelu kroch-
malowym, hydrolizowanym we wlasnym laboratorium, w niecigglym
ukladzie buforéow (bufor zelu — Tris/kwas cytrynowy, pH 6,8; bufor wa-
nien — wodorotlenek sodu/kwas borny, pH 8,7 [8] w temperaturze okolo
0°C przy napieciu 160 V) dopdki linia boranowa nie oddalila sie od
miejsca startu na odleglo$¢ okolo 5,2 cm. W celu umiejscowienia w pro-
teinogramie aktywno$ci enzyméw sSciete poziomo, kolejne warstwy zelu
inkubowano w roztworach nastepujacych substratow:

— dla esteraz karboksylowych stosowano octan alfa-naftylu (lub
octan beta-naftylu) w buforze fosforanowym o pH 7,5 [14];

— dla fosfatazy zasadowej — beta-naftylofosforan sodowy w buforze
boranowym o pH 9,0 [14];

— dla fosfatazy kwasnej — s6l sodowg kwasu fenolftaleinodwufosfo-
rowego w buforze cytrynianowym o pH 6,0 [5]. Jako sole dwuazoniowe
uzywano Diazo Blue B, Fast Blue B, Fast Blue RR, a w przypadku fos-
fatazy kwasnej — miejsca jej aktywnosci wywolywano przez alkalizacje
amoniakiem. ,

Jedng warstwe barwiono na bialtka czernig amidowg 10B. Wykonano
takze barwienie podwdjne, tj. barwienie.czernig amidowsg po uprzednim
wywolaniu zymogramu. Elektroforeze agarowg i immunoelektroforeze
prowadzono w zelu agarowym Difco Noble o stezeniu 1,2%0 w buforze
weronalowym o pH 8,2 wedlug receptury podanej przez Grabara [3].
Surowice odpornosciowg uzyskano we wlasnej pracowni, immunizujgc
krolika przeciw pelnej plazmie nasienia ogiera.

Immunoelektroforegramy wybarwiano czerwienig pgsowsg na bialka
oraz dla wykazania aktywnoSci enzymatycznej inkubowano w stosow-
nych roztworach substratéw, podobnie jak elektroforegramy w zelu
krochmalowym.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Przedstawienie zymogramoéw uzyskanych po rozdziale elektroforetycz-
nym w zelu krochmalowym wymaga, by uprzednio przedstawié¢ proteino-
gram krochmalowy plazmy nasienia (rys. 1, strona lewa). Frakcje bial-
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kowe plazmy nasienia ogieré6w widoczne sg po obu stronach linii startu,
aczkolwiek wigkszos¢ lokuje sie w strefie doanodowej (rys. 1, strona
lewa).
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Rys. 1. Rozdzial elektroforetyczny plazmy nasienia ogiera w zelu krochmalowym.
Cze$¢ lewa — proteinogram barwiony czernia amidowg 10B; cze$¢ prawa — zymo-

gram esteraz karboksylowych, okreS§lony aktywnos$cia wobec octanu beta-naftylu

i diazo bleu B, a nastepnie wybarwiony czernig amidowa 10B. Zaznaczony podziatl

na strefy wedlug migracji elektroforetycznej. Na stanowiskach széstych od strony
lewej — rozdzielona surowica krwi

Dla ulatwienia wprowadzamy umowne okre§lenie stref, w jakich
skupiajg sig rozdzielone elektroforetycznie frakcje bialek.

Strefa I — najszybciej wedrujgca do anody, zawiera ostro zary-
sowane frakcje o réznej liczbie i koncentracji, ktére to réznice wydaja
sie by¢ zwigzane z osobniczg indywidualnosciag. W badanych przez nas
probkach wystepowaly w ilosci od 4-6. Jedna z nich usytuowaniem od-
powiadata albuminie surowicy krwi.

Strefa II — obejmuje pozostalg czes¢ proteinogramu w strefie
doanodowej do linii startu. Widoczne sg w niej bardzo stabe i nieostro
rozdzielone $lady obecnoSci biatek.

Strefa IIl — zajmuje dokatodows cze$¢ zymogramu, od linii star-
tu poczagwszy; moze zawiera¢ jedng, miekko zarysowang frakcje.

Strefa IV — zawiera jedng powolng lub jedng szybks frakcje,
albo obydwie rownoczesnie.

Czytelnos¢ proteinogramu jest zalezna od stezenia poszczegélnych
frakcji w badanej prébce; jest bardzo r6zna od prébki do probki i od
osobnika do osobnika, stosownie do poziomu bialka calkowitego zawar-
tego w plazmie ejakulatu. U ogieréw mlodych, u ktérych poziom bialtka
calkowitego w plazmie wahatl si¢ w granicach 2,5 g w 100 ml, proteino-

.
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gramy plazmy nasienia cechowala pozorna ubogo$¢ obrazu, wynikajgca
z delikatnosci rozdzielonych frakeji.

Zymogram esterazy hydolizujgcej octan alfe-naftylu wykazuje aktyw-
nos¢ w kilkunastu pasmach, umiejscowionych tak w doanodowej, jak
i w dokatodowe]j czesci elektroforegramu (rys. 2). W badanych przez nas

Rys. 2. Zymogram esteraz karboksylowych préobek plazmy nasienia réznych ogier6w

probkach w czesci doanodowej skupiato sie kilka dosé ciasno ulozonych
paskéw aktywnosci lub tylko dwa w do$¢ znacznej od siebie odleglosci.
W kierunku doanodowym widoczne by¢ moze jedno watle pasmo aktyw-
nosci, o dos¢ szybkiej wedroéwce doanodowej (prawdopodobnie wigzane
z frakcjg ro).

W dokatodowej czeSci zelu, tuz za linig startu sytuujg sie pasma
o stabej aktywno$ci w roéznej liczbie zaleznie od prébki plazmy. Naloze-
nie zymogramu esteraz karboksylowych na oméwiony proteinogram po-
zwala stwierdzi¢, iz najszybsze frakcje, wykazujgce aktywno$é enzyma-
tyczng, sg umiejscowione w I strefie proteinogramu, powolniejsze z nich
rozmieszczone sg na trasie strefy II. Dokatodowa cze$é zymogramu este-
raz jest umiejscowiona w strefie III proteinogramu. Natomiast w IV stre-
fie proteinogramu nie ujawnila si¢ aktywno$é enzymatyczna w zadnej
z badanych proébek nasienia (rys. 1, strona prawa).

Aktywnosé¢ fosfatazy zasadowej (rys. 3) widoczna jest tylko po stronie
doanodowej, w poblizu linii startu (strefa II). Aktywno$¢ ta widoczna
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Rys. 3. Zymogram fosfatazy zasadowej w plazmie nasienia ogieréw. Migracja wy-
lgcznie doanodowa

w dwoéch pasmach: szerokim — o migracji szybszej, waskim — lezgcym
przy linii startu. Niekiedy widoczne bylo w $rodku trzecie pasmo. Po-
szczegblne probki wykazywaly bardzo zmienne natezenie, a w niektérych
aktywno$¢ fosfatazy zasadowej byla sladowa.

Zymogram fosfatazy kwasne] pokrywa sie z zymogramem fosfatazy
zasadowej, tak co do lokalizacji miejsc aktywnosci, jak i ich mocy.

W zelu agarowym aktywno$¢ zasadowej i kwasnej fosfatazy widocz-
na jest w rejonie B jako wyciggniete od dotka startowego ku anodzie
pasmo, niekiedy wykazujgce cechy niejednorodnosci (rys. 4a), co jest
zgodne z obrazem w zelu krochmalowym.

W immunoelektroforegramie (rys. 4b) rysuje sie w tym rejonie linia
precypitacyjna, wzdiuz ktérej zaznacza sie zarowno aktywnos¢ wobec
beta-naftylofosforanu, jak i wcbec fosforanu kwasu fenolftaleinodwu-
fosforowego, tj. aktywnos¢ tak zasadowej, jak i kwasnej fosfatazy. W od-
niesieniu do rozdziatu frakcji biatkowych umiejscowienie to odpowiada
strefie migracji elektroforetycznej alfa.

Sciste podobieAstwo zymograméw krochmalowych, agarowych
i immunoelektroforetycznych obydwu fosfataz jest stwierdzone takze
u cztowieka i podawane w piSmiennictwie [2, 4].

W zelu agarowym aktywnosé enzymatyczna esteraz karboksylowych,
obecnych w plazmie nasienia ogiera, moze miescié¢ sie w strefie alfa, beta
i rzadko gamma, a takze bywa widoczna na wysokosci albumin i naj-
prawdopodobniej odpowiada w tym przypadku frakcji ro.

Jak widaé¢ z zestawienia zymogramoéw pelnych ejakulatéow  ogieréow
(rys. 5), esterazy karboksylowe okazujg pewne powinowactwo do beta-
naftylofosforanu sodu, za$ fosfataza zasadowa takze czeSciowo hydroli-
zuje octan beta-naftylu (lub alfa-naftylu).
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Rys. 4. Elektroforegram agarowy plazmy nasienia ogiera. Wykazano aktywno$§é

fosfatazy zasadowej. Widoczna niejednorodno$é elektroforetyczna enzymu w rejo-

nie alfa. W immunoelektroforegramie (preparat trzeci od lewej) widoczna w strefie
alfa linia precypitacyjna, znaczgca aktywno$é enzymu

Rys. 5. Zestawienie immunoelektroforegraméw plazmy nasienia ogier6w. Rzad goér-

ny — wywolana aktywno$§¢ esteraz karboksylowych; rzad dolny — wywotana

aktywno$¢ fosfatazy zasadowej. Widoczna migracja esterazy karboksylowej z szyb-

koScig alfa-, beta-, gamma- globulin oraz na wysoko$ci albumin. Zaznaczona cze$-

ciowa aktywno§¢ esteraz karboksylowych wobec beta-naftylofosforanu sodu oraz
fosfatazy zasadowej wobec octanu beta-naftylu
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Polimorficzny obraz esteraz karboksylowych nasuwa my$l o wielo-
zrodtowym ich pochodzeniu. Mozliwe, ze podobnie jak u czlowieka [2],
tylko cze$é z tych enzymow jest charakterystyczna dla plazmy nasienia
ogiera, a pozostale pochodzi¢ mogg z plemnikéw bgdz tez ze zrebu tka-
nek. Pojawia sie wiec konieczno$¢ przypisania tych réznych form enzy-
moéw odpowiednim odcinkom wydzielniczym narzgdu rozrodczego ogiera.
Rodzi sie rowniez pytanie, czy ze wzgledow klinicznych i fizjologicznych,
a takze z punktu widzenia mrozenia nasienia, obojetne jest, czy oznacza-
nie aktywnos$ci enzymu odnosi sie do jednej, czy tez do paru jego form?

W kolejnej pracy staraliémy sie wykorzysta¢ niektéore metody immu-
nologicznego badania dla proby opracowania pierwszego zagadnienia,
tj. obrazu wydzielin z poszczegdlnych odcinkéw narzgdu rozrodczego.
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Mapus Huxoaawuyx, I'enpux Baavbesc, Kazumexr Kocunsx

OIIPEAEJEHUE HEKOTOPBIX SH3VMMATUYECKUX CXEM IIJIA3MBEI
CEMEHU 2KEPEBITA

PezwwmMme

Omnpeznenanu Tonorpacduio cdep SH3UMaATUIECKON aKTUMBHOCTM — KapGOKCHMIOBBIX
acTepas, KMCJION M LIeJIOYHOV droccarasbl, HONYUYEHHBIX IOCJIE 3JIeKTPodopeTUYecKoit
cenmapauuy IJIa3Mbl ceMeHy xkepebra. Cemapauyuio NpoBOAMAM JMUG0 B KpPaXMaJbHOM
Xeje (3UMorpaMmsbl), 1ubo B arapoBoM xXele (MMMYHOSJEKTPOodOperpaMMbl), B Ha-
JIVI€ OTAENIBHBIX SH3MMOB BBIABIANM IIPY MCHOJB30BAHMM MX TUAPOIMIUDPYIOLLIMX
CBOMCTB I1I0 OTHOILIEHMIO K COOTBETCTBYIOLIMM cyGeTpaTaM.

Ha 3uMorpamMmax NpPOM3BEAEHHBIX IJIA YCTAHOBJIEGHMA HAJMYMA 9CTEpPa3 OLLIM
obHapyxeHn! crenmdmyueckme ImoJocel (bpakimm) B NPMaHOAHOM YWacTu yu BOIU3M
JMHUM CTapTa B NPUKATONHOM YaCTH. »

AKTUBHOCTL Ke KMUCAOM M IIeJouHoit hocdaras npoABMJIACk JUIOb B IIPUAHOI-
HOJ YacTy. YCTAaHOBJEHB! TaKKe 3HAUYMTENbHbIe DPa3auMuMsA B KapTHHe 3MMOTrpaMM
¢ KapOOKCUIIOBBIMM SCTEpas’aMy IPM cenapaumy o0pa3loB IJIa3Mbl CEMEHM Pa3HBIX
2KepelbIIOB MM Yy OJHOTO M TOTO XKe xKepebla B ouepenHbIX oTdopax 0Opa3loB.

Maria Nikotajczuk, Henryk Balbierz, Kazimierz Kosiniak

DIFFERENTIATION OF SOME ENZYMATIC PATTERNS
OF THE STALLION SEMEN PLASMA

Summary

The topography of enzymatic activity regions — carboxyl-esterazes, acid and
alkaline phosphatase, obtained after the electrophoretic separation of the stallion
semen plasma, was determined. The separation was accomplished either in starch
gel (zymograms) or in agar gel (immunoelectrophoregrams), the presence of parti-
cular enzymes being detected at making use of their hydrolyzing properties in re-
lation to appropriate substrates.

On zymograms developed for proving the presence of esterazes, specific streaks
(fractions) at the by-anode part and near the start line at the by-cathode part
have been found.

As far as the activity of acid and alkaline phosphatase is concerned, it mani-
fested itself at the by-anode part only. Also considerable differences in the picture
of zymograms with carboxylesterazes at the separation of semen plasma samples

of different stallions and of the same stallicn in subsequent samplings, have been
found.
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