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PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE WYBRANYCH TESTOW ENZYMATYCZNYCH
DO OCENY STANU BLON CYTOPLAZMATYCZNYCH PLEMNIKOW BUHAJA
PO ZAMROZENIU W CIEKLYM AZOCIE &

Jerzy Strzezek

Zaktad Biochemii Zwierzgt Instytutu Fizjologii

i Biochemii Zwierzgt AR-T w Olsztynie
Henryk Zie¢ciak, Jerzy Koblanski, Wactaw Aksiuto

Okregowa Stacja Hodowli Zwierzgt w Olsztynie

Nasze wczesnie jsze badania wskazywaly, ze na kazdym z etapdéw
technologii zamrazania nasienia buhaja w cieklym azocie plemni-
ki podlegajg wplywowi réznych czynnikéw fizykochemicznych na-
rueza jgcych ich struktury oraz zmienia jgocych wiasciwoéci bio-
chemiczne [10-14].

Wedlug wielu autordéw istnie je potrzeba wprowadzenia do prak-
tyki gztucznego unasienniania testéw biooheﬁioznyoh pozwala jg-
cych okreélié stopieﬁ uszkodzenia plemnikéw w procesie zamraza-
nia nasienia, Stwierdzono bowiem istotne zaleznodci pomiedzy

aktywnodciq niektérych enzyméw w plazmie nasienia a jJego zdol-

¥ Praca wykonana w ramach problemu resortowego 419E Minister-
stwa Rolnictwa, koordynowanego przez Instytut Zootechniki

w Krakowie,
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noécig zaptadnia jgcag [5, 7-9@. Testy te oparte sgq na oznaczaniu
.wycieku' niektérych enzyméw lub innych organicznych badZ nie-
organicznych komponentéw plemnikéw do plazmy nasienia [2-5].
Celem naszej praocy byla préba zastosowania testu aminotrans~
ferazy asparaginianowej [ test GOT ) oraz testu hialuronidazy
(test HD) dla rokowania o warto$ci biologiocznej nasienia buhaja

po rozmrozeniu,

MATERTAL I METODY

Nasienie do badai pobierano od buha jéw uzytkowanych w Stacji
Hodowli 1 Unasienniania Zwierzgqt w Olsztynie w okresie od 5
czerwca do 10 grudnia 1978 r, Zamrazanie nasienia w cieklym azo-
cie przeprowadzono zgodnie z technologlig powszechnie stosowang
w zakladach unasienniania przy uzyciu rozciernczalnika 26itko-
wvo=cytrynianowo-fruktozowego, Analizy biochemiczne przeprowa-
dzano w warunkach laboratorium zakladu unasienniania po rozciefi-
czeniu nasienia, a nastepnie po jego rozmrozeniu,
Dotyoczyly one oznaczania:
1) aktywnoéci aminotransferazy asparaginianowe j {test GOT)
wedlug metody Reitmana i Frédnkela [6],

2) aktywno$Sci hialuronidazy (Fest HD) wedlug metody Barretta
[1 w modyfikacji Foukles i Watson [3], adaptowanej przez
nas dla nasienia buhaja [10] .

Uzyskane wyniki aktywnoéci enzyméw podano w jednostkach na
109 plemnikéw, Dla unikniecia ,wycieku"' enzyméw z plemnikéw
w trakocie wirowania nasienia zastosowano, sprawdzong w naszym

laboratorium, metodyke przygotowania préb do analiz biochemicz-
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nych [1@]. Ogélem poddano technologii zamrazania 111 e jakula-
téw pochodzgcych od 22 buha jéw, Préby nasienia, odpowiada jgce
normie ruchliwo$ci plemnikéw po rozmrozeniu (30% plemnikéw
o ruchu postgpowym), przekazywano do punktéw unasienniania i
wykonano 3399 zabiegbédw inseminacy jnych, a nastepnie wylioczono
wskazZniki niepowtarzalnoici po pierwszym unasiennianiu samic.
Przeprowadzono analizy statystyczne wynikéw badaii bioche-
micznych poszczegdlnych e jakulatdéw oraz wyliczono wspdéioczynni-
ki korelacji pomiedzy wyciekiem enzyméw w poszczegblnych

etapach technologii a wskaZnikami niepowtarzalno$oi,

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Srednia aktywno$¢ aminotransferazy asparaginianowe j (GOT)
w plazmie nasienia, bezposSrednio po pobraniu e jakulatu, wyno=-

sita 73,42 ¥ 36,49 J/109 plemnikéw, za$é hialuronidazy 5,36 il

* 2,64 3/10° plemnikéw,

W naszych badaniach e jakulaty, ktdére charakteryzowaly sig¢
negatywnym wynikiem mrozenia, juz na etapie rozciernczania na-
sienia wykazywaly wzrost aktywno$ci GOT oraz hialuronidazy
w plazmie nasienia (tab. 1) w stosunku do podanych wyzej warto-
$ei, Zjawisko “wycieku“ enzyméw z plemnikéw poglebialo si¢ za-
pewne‘w trakecie etapu ekwilibracji oraz mrozenia préb, bowiem
po ich rozmrozeniu obserwowano dalsze intensywne uwalnianie
GOT (25% wzrost aktywnosci w plazmie) oraz hialuronidazy(ﬁ2%
wzrost aktyvnoéoi).

Powyzsze wyniki wskazywaé mogg na duzgq wrazliwo$¢ blon pla=-
zma tycznych plemnikéw niektérych e jakulatédw na etapy postepo-

wania technologicznego. Spoéréd objetych obserwacja 22 buha jéw,
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5 oddawatlo ejakulaty szozegdélnie podatne na uszkodzenia krio-
bioohemiczne, Ejakulaty te byly wybrakowane ze wzgledu na ni-

skg ruchliwo$é plemnikéw po rozmrozeniu,

Tabela 1

Charakterystyka kriobiochemiczna e jakulatéw

z negatywnym wynikiem mrozenia (n = 41)

GOT . HD
po rozcieni- po rozmro- po rozcien- po rozmro=-
czeniu zeniu czeniu Zeniu
X 282,87 354,83 7,75 11,03
S 127, 4 212,59 h,77 7,76
v 50,0 59,91 - 61,55 70,31

Zmiany kriobiochemiczne w e jakulatach wykazujacych 30% ple-
mnikéw o ruchu postepowym po rozmrozeniu przedstawiono w ta-
beli 2, Zwraca uwage slabiej zaznaczony efekt rozcierniczenia
nasienia, przejawiajgcy sie nizszymi warto$ciami wzrostu ake
tywnosci badanych enzyméw w plazmie, W przypadku GOT efekt
rozcieficzenia przypuszozalnie spowodowany Jjest ,yypieraniem"
z powierzchni blony plazmatycznej plemnika puli enzymu zwige
zanego, Z plazmy nasienia [1&], w odniesieniu do hialuronida-
zy stanowi zapewne wynik uszkodzenia lub zmiany przepuszczale-
no$ci zewnetrznej blony akrosomu, Podobny efekt obserwowali
Smigielska i Strzezek [13] w badaniach plazmowyoch inhibitoréw
akrosyny oraz Al-Taha.i Strzezek [15] w badaniach dotyczgocych

akrosyny, Uzyskane istotne, ujemne warto$ci wspélozynnikéw ko-
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relacji pomiedzy  wyciekiem GOT i hialuronidazy a wskaZnika-
mi niepowtarzalnos$ci éwiadczg o niskiej zdolno$ci zaptadniajg-
cej plemmikéw, ktére tracg enzymy juz w momencie rozcieficza-
nia nasienia,

Zamrozenie -~ rozmrozenie e jakulatdéw omawianej grupy powodu-
je tylko niewilelki wzrost ,wycieku' obu enzyméw do plazmy, Tym
niemniej w przypadku GOT “wyoiek" enzymu nasilony przypusz-
czalnie w niektérych e jakulatach koreluje wysoce istotnie z
wskaZnikiem niepowtarzalnosci (r = «0,54, P <:0,01). Przypusz-
czalnie przyczyng obserwowanego zjawiska jest pbniZenie prze-
zywalno$ci plemnikéw w zeriskich drogach piciowych wskutek de-
strukocyjnych uszkodzeri kriogenicznych spirali mitochondrial-
nejJ tych komérek,

Inte esujgce zalezno$oi pomiedzy intensywno$cig ,wycieku"
enzyméw do plazmy nasienia na poszczegdlnych etapach technolo-
gicznych a zréznicowanymi warto$ciami wskaznikéw niepowtarzal-
no$ci przedstawiono w tabeli 3.

Stwierdzi¢ nalezy, %e e jakulaty charakteryzujgce sie¢ bar=-
dzo wysokg warto$cig biologiczng po rozmrozeniu (wskaénik nie-
powtarzalnos$ci 80-90%)'wykazujq umiarkowane zmiany kriobio-
chemiczne plemnikéw, Zaden z badanych wskaZnikéw biochemicz-
nych w tej grupie e jakulatéw nie koreluje istotnie z wskaZni-
kami niepowtarzalnoéci, Zjawisko to moze wynikaé réwniez ze
stosunkowo niewielkiej liczby wykonanych analiz (30 e jakula=-
téw, 1466 zabliegdw inseminacyjnych).

W grupie ejakulatéw wykazujgcych wskaZnik niepowtarzalno$-
ci ponizej 70% zaobserwowaé mozna wysokie ,wycieki' amalizowa-

nych enzymbéw juz na etapie rozocieniczenia nasienia, W przypadku
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GOT z jawisko to moze byé spowodowane wysokg aktywnos$cig enzymu
w plazmie nasienia tych osobnikéw i wigzaniu go na powierzch-
ni btony plazmatycznej bezposrednio po e jakulacji. Wynika stad
zapewne dodatnia warto$é wspédlczymnika korelaoc ji (r = +0,73;

P <:0,05). Odnos$nie do hialuronidazy stwierdza si¢ na etapie
rozciericzenia nasienia tej grupy prawie 2-krotnie wyzsze war-
to$ci uwalnianego enzymu w porédwnaniu do pozostalych grup e ja-
kulatédw, Wysoki wspéiczynnik zmienno$ci potwierdza naszg wecze-
$niej wysunietg sugestie o “hialuronidazowym" typie reakecji
niektérych e jakulatéw na pierwszy etap postepowania technolo-
gicznego., Obnizona w ten sposéb wartoéé biologiozna e jakulatédw
potwierdzona zostala wysokg ujemms warto$oig wspdéioczynnika ko=
relacji pomiedzy ,wyciekiem" hialuronidazy a wskazZnikiem nie-
powtarzalnosci (r = «0,64; P <:0,05). Podobne z jawisko obser-
wuje sie w grupie ejakulatow z wartos$cig wskaZnika niepowtarzal-
no$ci 70-80% (r = -0,44; P <:0,05).

Nalezy nadmienié, Ze nie stwierdzono istotnyoch zaleznoéci
pomiedzy “wyciekiem" hialuronidazy na etapie zamrozenia - roz-
mrozenia nasienia a wskaZnikiem niepowtarzalno$ci. ZJjawisko to
moze byé spowodowane ozeéciowsg denaturacjg uwolnionego wozes-
niej enzymu podczas glebokiego zamrazania nasienia,

Rezultaty naszych badarn wskazujg, Ze najlepszg wartoéé bio-
logiczng po rozmrozeniu posiadajg te e jakulaty, ktére charake-
teryzujq si¢ umiarkowanymi zmianami biochemicznymi plemnikéw,
Eliminacja z rozrodu e jakulatéw nie rokujgcych wysokich efek-
téw biologicznych po rozmrozeniu wydaje sie¢ by¢ aktualnie jed-
nym z podstawowych probleméw doskonalenia techmnologii zamraza-

nia nasiénia'buhaja. Testy enzymatyczne, pozwalajace w miare



ENZYMATYCZNA OCENA STANU BLON CYTOPLAZMATYCZNYCH SPERMY 17%

szybko ocenié stan struktur plemnikéw, mogsg byé do realizacji
tego zadania szczegédlnie przydatne, wzbogacajac stosowane do-
tychozas klasyczne metody oceny jako$ci nasienia, Jak wynika

Z naszych badari, juz wstepna reakcja plemnikéw na ozyngiki $ro=
dowiskowe, przejawiajqca si¢ ,wyciekiem” enzyméw, moze byé sy-
gnatem o nadwrazliwoéci tyoh komérek na udary chlodowe, powo-
dujgce w kolicowym efekcie obnizenie zdolno$oci zapladnia jgcej
mrozonego nasienia,

Jezeli w przypadku testu GOT nie zawsze precyzyjnie mozna
wnioskowaé¢ o prze jawach ujemnego wplywu $érodowiska mrozeniowe=
€0 na plemmiki (enzym wigzany na powierzchni plemnikéw z plaz-
my), to test hialuronidazowy wydaje sie byé obiektywnym wskaZ
nikiem stopnia uszkodzenria akrosomu plemnikéw,

Z powyzszyoch wzgleddw oznaczanie aktywnosci hialuronidazy
oraz aminotransferazy asparaginianowej w plazmie ne poszcze-
g6lnych etapach biotechnologii zamrazania nasienia stanowié po-
winno w na jblizszym okresie istotny wskaZnik w rokowaniu war-

toécli biologioznej plemnikéw po rozmrezeniu nasienia,
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J. Strzezek, H, Zigoiak, J, Koblanski, W, Aksiuto
PRACTICAL APPLICATION OF SELECTED ENZYMATIC TESTS
FOR ESTIMATING THE CONDITION dF CYTOPLASMATIC MEMBRANES

OF BULL SPERMATOZOA FOLLOWING FREEZING

Summary

The authors tried to introduce into A,I, laboratory practice
the determination of hyaluronidaze activity (gcrosome enzyme)
and GOT activity (middle piece enzqu); these tests allow com~
paratively quickly to receive an objective information on the
intensity of enzyme leakage from spermatozova in the course of
freezing technology and indirectly on their biological value
after thawing,

It was found that e jaculates disposed off due to poor freez-
ability were characterized by high leakage of investigated en-

zymes already on the step of dilution, High correlation has
| been found between the leakage of GOT and hyaluronidase and
the non return rate, These results show, that both tests aré

of practical value and allow more precisely estimate the semen

quality post thawing,
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E.Crmarek, I'.3eHUAK, E.Kodneuscxn, B.AkcuyTo

[IpaKTHUSCKOS NMpUMSHEHME BHOPAHHHX TECTOB JH3MMATHYECKUX ZAJA
OLUGHKM COCTOfIHUA UUTONNAAZMATHYHHX OOONOYEK KMBUMKOB OHKAE MO-
ClIe 3aMOpaxMBAHUA CEMEHHM B XHAKOM a30Te

Re3nue

[loAHATO TMONNTKY BHEAPEHUA B AACOPATOPHYW MPAKTUKY Ha CTaH-
UMAX OCEMOHEHWA TECTOB ANA O0003HAYEHWA AKTUBHOCTH IUalypOHUZA-
3H (2H3MM AKpPOCOMH) U aMMHOTpaHC@epasH acnaparmusnobofl (an3mu co-
eAMHMTENBHO! WACTH), KOTODHE B MEPy CKOPO OYAYT UHQOPMUPOBATEH
O /AHTEHCUBHOCTM "BHTexa" 3H3UMOB M3 XMBUMKOB BO BPEMA Mpoiecca
TAaXHOJNIOTUUYECKOTO ¥ KOCBEHHO Taxkxe O UX OUONOTUYECKOR I eHHOCTH
nocne OTTafgHUAA CEMEHH.

JCTABOBNGHO, UTO IAKYNATH LUCKBANUPUUMDOBAHW KAK '"HE3aMODPOHEH-
Hue'" XapaKTepusaoBalIUCh BLCOKUM "BLTEKOM" UCCHELYeMHX SH3MMOB
YE€ Ha 3Tane pasdaBieHHAs cemeHu. YCTAHOBJEHA CyleCTBEHHAsA B3a-
unMocBAsh MexAy "BHTeKoM" TOT m ruanypoHuZasH ¥ MOKA3ATENEM He-
NOBTORAEMOCTH,

[lonyueHdne pesyAbTATH NOKA3WBAWT, UYTC 002 SH3UMATUUECKHUE Te-
CTH MOTYT HalTu NPUMEHEHME KaK A0OABOYHHE METOZA I[puU OLUEHKE Ka-
yecTBa CeMeHM ZO OTTafHud.



