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Sposréd enzymoéw nasienia zwierzat powaz-
ng grupe stanowig fosfatazy (fosfohydrolazy).
Spelniajg one wazng role w metabolizmie
estréow fosforanowych cukréw, kwaséw nu-
kleinowych i nukleotydéw oraz szeregu innych
estrow fosforanowych, bedacych metabolitami
przemian enzymatycznych zachodzgcych w na-
sieniu.

Stosunkowo duza aktywnosé fosfatazowa na-
sienia pochodzi z plazmy. Najbardziej poznane
sg dotychczas fosfatazy kwasne i zasadowe
plazmy, ktére sy obecne rowniez i w plemni-
kach (6).

Fosfatazy z grupy tzw. nukleaz, biorgce u-
dzial w przemianach kwasow nukleinowych
i nukleotydow sg malo jeszcze poznane. Ich
funkcja w nasieniu wigze sie z tempem biosyn-
tezy kwasow nukleinowych podczas spermato-
genezy (11, 12). Potwierdzaltby to fakt wykry-
cia niektorych nukleaz w tkance jadrowej (3).
Istnieja rowniez przypuszczenia, ze zaburzenia
przemian kwaséw nukleinowych, zwilaszcza
DNA plemnikow, powodowane s3 zmianami
aktywnodci enzymoéw nukleolitycznych (1). Jak
wiadomo ma to odzwierciedlenie w zaburzeniu
ptodnosci rozptodnikow (1, 9).

W ostatnim czasie stwierdzono w nasieniu
buhaja aktywnosé¢ rybonukleazy (4). Znacznie
wezesniej sygnalizowano obecno$é kilku typow
ATPaz oraz 5 -nukleotydaze (6). Aktywnos¢ 5'-
nukleotydazy nasienia zwierzat jest wyzsza od
aktywnoéci mpozostalych nukleaz. Glownym
zrodlem tego enzymu u buhaja sg pecherzyki
nasienne.

Mimo, ze enzym ten zostal wyizolowany z
plazmy nasienia buhaja oraz okreslono jego
wlasciwosei (2), to rola jego w nasieniu nadal
pozostaje niewyjasniona.

Stosowane skréty: 5'-AMP — adenozyno-5’-monofosforan,
5'-dAMP — 2-dezoksyadenozyno-5'-monofosforan, 3'-AMP —
adenozyno-3'-monofosforan, 5-GMP — guanozyno-5'-mono-
fosforan, 5'-UMP -— urydyno-5-monofosforan, 5-TMP -— ty-
midyno-5-monofosforan, 5-dCMP — 2-dezoksycytydyno-5'-
-monofosforan, 3’-CMP — cytydyno-3'-monotfosforan; ATP-aza
— adenozynotrdjfosfataza (fosfohydrolaza ATP).
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Brak jest rowniez danych odnosnie 5'-nukle-
otydazy plazmy nasienia tryka, u ktérego nasi-
lenie proceséw metabolicznych w nasieniu jest
szczegblnie intensywne. Nalezy przypuszczaé,
ze enzymy plazmy tryka, miedzy innymi 5'-
nukleotydaza, roéznig sie nie tylko budowsg i ak-
tywnoscia, ale i mechanizmem dziatania.

Dlatego celem niniejszej pracy byta proba
izolacji 5'-nukleotydazy z plazmy nasienia try-
ka i okreslenie niektérych jej wiasciwosci bio-
chemicznych.

Material i metody

Nasienie tryka otrzymane na sztuczng pochwe, o
dobrej koncentracji i ruchliwo$ci plemnikéw, odwiro-
wywano dwukrotnie w ciggu 15 minut przy 13000
obr./min. Plazme nasienia zlewano z nad osadu plem-
nikéw i przechowywano w temp. 253° K. Po zgroma-
dzeniu 110 ml plazmy, dokonano izolacji 5’-nukleoty-
dazy wg metody Ieppela i Hilmoe (2), z niewielkimi
modyfikacjami wiasnymi.

Aktywno$é 5’-nukleotydazy oznaczono Wg przyro-
stu iloSci nieorganicznego fosforu w inkubowanych
prébach w temp. 310° K i wyrazano w umolach fosfo-
ru, uwolnionego podczas 15-minutowej inkubacji, na
mg bialka. Fosfor nieorganiczny oznaczano wg me-
tody Fiske i Subbarow.

Jako substratéw uZyto preparatéw 5-AMP (f-my
Koch), oraz 5-dAMP, 3-AMP, 5-dCMP, 5-GMP,
5-UMP, 5-TMP (f-my Calbiochem). Rozdzialéw elek-
troforetycznych otrzymanego preparatu 5'-nukleoty-
dazy dokonano na zelu poliakrylamidowym wg Da-
viesa. Zawarto§é biatka oznaczano metoda biuretowg
wg Weichkselbauma.

Ciezar molekularny uzyskanego perparatu enzyma-
tycznego okre§lono metodg cienkowarstwowej chro-
matografii na zelu Sephadex G-200 (Superfine) wg
instrukcji f-my Pharmacia. Jako bialek standardo-
wych uzyto cytochrom ¢ (f-my Fluka i Buchs), albu-
mine surowicy bydlecej oraz kazeine (f-my BDH).

Wyniki

Obserwacje elektroforetyczne na zelu po-
liakrylamidowym uzyskanego preparatu 5-nu-
kleotydazy wykazaty obecnos¢ jednej duzej
frakeji w obrebie gamma-globulin oraz dru-
giej, o mniejszym stezeniu, o ruchliwosci albu-
min (ryc. 1).
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Aktywnos¢ specyficzna uzyskanego prepara-
tu enzymatycznego byla 9-krotnie wyzsza od
aktywnoséci wyjsciowej plazmy nasienia przy
uzyciu 5-AMP jako substratu.

A 8

A 5 nucleotidase preparation from ram seminal plasma
8 ram seminal plasma

Schemat rozdziatu elektroforetycznego w zelu,
poliakrylamidowym.

Ryc. 1.

Ryc. 2 przedstawia aktywujacy wpltyw jo-
now Mg*t*, Stezenie 1 mM MgCl, okazalo sie
stezeniem optymalnym, ktére powoduje wzrost
aktywnosci 5'-nukleotydazy o 123% w poroéw-
naniu z prdobami nie zawierajgcymi jonow
Mgt+. Wezrost stezenia tych jonéw do 10 mM
nie powoduje dalszego wzrostu aktywnoS$ci en-
zymu.

Badania dotyczace powinowactwa substrato-
wego 5'-nukleotydazy plazmy nasienia tryka
przedstawia ryc. 3.

5-nukleotydaza hydrolizuje w jednakowym
stopniu zaré6wno 5’-rybonukleotydy jak i 5'-de-
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Amoles P/mg/ 15min
7S

0.5 f 2 5 10
MgCly (mM)

O1M gly -NaOK (pH 85): 07 mM SAMP: 016mg protein/ml reaction mixture

Rye. 2. Wplyw stezenia jondéw magnezowych na akiywnosé
§5’-nukleotydazy.
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M moies B mg/ 15 min

S-AMP. 3-AMP 5°gAMP 5:GMP 5-TMP 5-UMP 3CMP S-dCMp

01M 9ly-NaOH (oH 8,5); 10mM MgCly; 2mM substrate 016 mg protein/m!
reaction misture

Ryc. 3. Aktywnosé 5'-nukleotydazy w zaleznosci
od rodzaju nukleotydu.

zoksyrybonukleotydy, z wyjatkiem 5-UMP
oraz 5-TMP, W przypadku bowiem 5-UMP
enzym wykazuje o 34% wyzszg aktywnosé ani-
zeli wobec 5-AMP jako subistratu oraz o ponad
66% nizszg aktywno$é wobec 5-TMP. 3’-fosfo-
rany nukleozydéw (np. 3'-AMP, 5-CMP) s3
hydrolizowane przez ten enzym prawie 5-krot-
nie slabiej niz 5'~AMP.

Podjeto proby wyjasnienia matego powino-
wactwa 5'-nukleotydazy do 5-TMP dokonujgc
oznaczen aktywnosci tego enzymu .w obecnosci
tymidyny i urydyny. 3

Wyniki przedstawione na ryc. 4 wskazuja,
ze aktywnosé enzymu, oznaczona wobec
5-UMP jako substratu, obniza sie bardziej w
obecnosci tymidyny niz w obecnosci urydyny,
przy takim samym stezeniu nukleozydu. Tymi-
dyna, w stezeniu 5 mM, zmniejsza bowiem
aktywno$¢ enzymu o 36% (tj. do poziomu ak-
tywnosci 5'-nukleotydazy oznaczonej wobec
5-AMP), podczas gdy urydyna obniza aktyw-
no$é tego enzymu tylko o 25%.

Maksymalng szybkoéé hydrolizy 5-AMP
przez enzym zaobserwowano przy 2 mM ste-
zeniu 5-AMP. Szybkosé¢ ta utrzymuje sie prak-
tycznie do 4 mM stezenia 5'-AMP. Przy 5 mM
pojawia sie stabe hamowanie substratowe, kto-
re 10 mM stezeniu substratu dochodzi do 35%
(ryc. 5).

Stala Michaelisa-Menten, wyznaczona przy
pomocy pochylej Lineweavera-Burka, wynosi
3,25 X 10~¢M (ryc. 6).

Na rye. 7 przedstawiono zachowanie sie
aktywnosci 5 -nukleotydazy w zaleznosci od
pH (przy uzyciu jako substratu 5-AMP), w
obecnosci jonéw M*+ jak i w przypadku ich
nieobecnosci. Z ryc. 7 wynika, Zze enzym ten
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Aamoles P, fmg /15 min.

»

1 2 3 4 5
inhibitor (mM)
01M gly -NaOH (pH 85); 10mM MgCly; 2mM 5'-UMP;
016mg protein/ml reaction mixture: A uridine;

O thymidine

Ryc. 4. Wplyw nukleozyddéw na aktywnosé 5’-nukleotydazy

posiada dwa optima pH: 8,6—9,1 oraz 9,7 i to
w obu w/w przypadkach.

Wyniki dotyczace oznaczania ciezaru mole-
kularnego preparatu 5-nukleotydazy plazmy
nasienia tryka wiskazujg, ze gtéwna frakcja
(o ruchliwos$ci gamma — globulin) posiada cie-
zar okolo 110 tys. Natomiast druga frakcja,
wystepujaca w bardzo niskim stezeniu, posia-
da ciezar okoto 50 tys.
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Ryc. 5. Wplyw stezenia substratu na aktywnosé
5’-nukleotydazy

Omoéwienie wynikow

Juz w trakcie izolacji 5’-nukleotydazy z plaz-
my nasienia tryka stwierdzono pewne cechy
tego enzymu, rézniace go od enzymu wyste-
pujacego w plazmie nasienia buhaja. Przy
frakcjonowaniu bowiem etanolem zastosowano
dwukrotnie wyzsze jego stezenia w dializacie
(po traktowaniu siarczanem amonu), w poréw-
naniu do stezenia etanolu stosowanego przez
Heppela i Hilmoe (2) przy izolacji enzymu z
plazmy buhaja.
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Tak jak prawie wszystkie fosfatazy, zaréw-
no 5'-nukleotydaza plazmy tryka jak i plazmy
nasiennej buhaja sa aktywowane jonami
Mg**. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze aktywacja
enyzmu tryka tymi jonami jest prawie o 50%
wyzsza od aktywacji notowanej przez Heppela
i Hilmoe (2) dla enzymu buhaja. Levin i Bo-
dansky (5) natomiast stwierdzaja aktywacje
5-nukleotydazy roznymi jonami dwuwartos-
ciowymi, za wyjatkiem jondéw Fett, Nitt
oraz Zn'*, ktore hamowaly aktywnos$é enzy-
mu o 20—40%. Nalezy przypuszczad, ze zwlasz-
cza jony Mg™™, obecne w normalnej plazmie
nasienia rozplodnikéw, sa niezbedne dla hy-

drolitycznego rozszczepiania nukleotydéw
uczestniczac w polgczeniach enzym — sub-
strat.
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Ryc. 6. Graficzne wyznaczenie stalej Michaelisa — Menten wg
Lineweavera — Burka.

Analizujac powinowactwo izolowanego przez
nas enzymu tryka w stosunku do poszczegdl-
nych rybonukleotydéw i dezoksyrybonukleoty-
dow nalezy podkre$lié, ze enzym ten w odréz-
nieniu od enzymu buhaja, z nielicznymi wy-
jatkami, hydrolizuje wszystkie 5-nukleotydy.
Ta wlasciwo$¢ rézni go od enzymu buhaja,
ktéry wg Heppela i Hilmoe (2) oraz Levina i
Bodanskego (5) posiada wysoka specyficznosc
substratowa w stosunku do 5’-rybonukleoty-
dow, natomiast 4—10 razy nizszy w stosunku
do dezoksyrybonukleotydéw. Wskazywaloby to
na inny mechanizm hydrolitycznego rozszcze-
piania 5’-nukleotydéw przez enzym tryka. Hi-
poteza Levina i Bodanskye’go zaklada miano-
wicie, dla 9’-nukleotydazy plazmy buhaja wig-
zanie si¢ substratu z centrum aktywnym en-
zymu poprzez cukrowg cze$¢ nukleotydu przy
udziale tlenu w pozycji 2’. Autorzy ci podkres-
laja ponadio nieposlednig role jonéw Mgt™
przy tworzeniu kompleksu enzym — substrat
w procesie hydrolizy nukleotydu. Jony magne-
zu wigzalyby reszte fosforanowsg nukleotydu
Z odpowiednim miejscem centrum aktywnego
5'-nukleotydazy, przy czym wigzanie to two-
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rzytoby sie lub dysocjowalo w zalezno$ci od
pH $rodowiska.

Nasze badania wskazuja na mniejsza specy-
ficzno§é 5’-nukleotydazy tryka, poniewaz po-
siada ona jednakowe powinowactwo zardéwno
do 5’-rybonukleotydéw jak i 5’-dezoksyrybonu-
kleotydéw. Z uwagi jednakze na male powino-
wactwo do 3’-nukleotydéw, bylby raczej mo-
zliwy do przyjecia dla tego enzymu typ wig-
zania wodorowego miedzy atomem tlenu w
pozycji 3’-rybozy (lub dezoksyrybozy) a gru-
pa NH fragmentu peptydowego aktywnego
centrum enzymu. Podobny model podali Tono-
mura i wsp. (10) dla ATP-azy miozynowe]j
miednia poprzecznie prazkowanego. Nalezy
réwniez przypuszczaé, ze male powinowactwo
enzymu do 5-TMP, jakie zaobserwowaliSmy,
spowodowane jest obecnoscia grupy metylowej
w pozycji b'-pierscienia pirymidynowego. Przy-
puszczenie to potwierdzalby fakt, Ze aktyw-
noéé 5’ -nukleotydazy, oznaczana wobec 5-UMP
jako substratu, obniza sie¢ bardziej w obecnos-
ci nukleozydu — tymidyny niz urydyny, przy
takim samym ich stezeniu.

Atmoles B /mg/15min.
K= (=] o - - =~ - - »
& H ® o N w o = o
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7 8 "'é""fb'”' 1
»
01M gly-NaOK, 2mM 5-AMP, 024mg protein/ml reaction

mixture; o with-, and e without 10mM MgCiy

Ryc. 7. Wplyw pH na aktywnosé¢ 5'-nukleotydazy.

Biorac pod uwage aktywnoéé 5’-nukleotyda-
zy w zaleznoSci od pH $rodowiska, mnalezy
stwierdzi¢ stosunkowo duza tolerancje enzymu
na zmiany pH. Mimo, ze Heppel i Hilmoe (2)
stwierdzili jedno optimum pH dla 5-nukleoty-
dazy plazmy buhaja, to w ostatnim czasie Le-
vin i Bodansky (5) podaja dwa optima pH uza-
leznione od obecno$ci jonéw Mg™ T,

Jedno optimum pH wystepowalo przy pH=
7,5—8,0, drugie natomiast przy pH=9,1—9,3.
W nieobecnosci jonéw Mgt autorzy ci stwier-
dzili jedynie jedno optimum przy pH=7,5—
8,0. Dla 5-nukleotydazy tryka stwierdziliSmy

dwa optima pH wystepujace zaré6wno w obec-
nosci jonéw Mgtt, jak i ich braku, mimo pro-
porcjonalnie obnizonej aktywnosci enzymu w
ostatnim przypadku.

Levin i Bodansky (5) odrzucaja hipoteze
obecnosci dwoch izoenzymoéw b’-nukleotydazy
plazmy buhaja z réznymi optimami pH. Suge-
rujg natomiast obecnod¢ 4 roznych miejsc akty-
wnych zaleznych od pH S$rodowiska. Nalezy
zaznaczy¢, ze autorzy ci badali tylko kilka
wlasciwosci izolowanego preparatu 5’-nukleo-
tydazy.

Nasze badania nad enzymem nasienia {ryka
wskazujg wyraznie na wystepowanie w uzys-
kanym preparacie dwéch bialek o aktywnosei
5’-nukleotydazy. Ostatnio Buruiana i Dema (1)
dla izolowanego enzymu plazmy buhaja, sto-
sujac saczenie na zelu Sephadex G-200, stwier-
dzili kilka izoenzymoéw 5-nukleotydazy. Bada-
nia immunologiczne, jakie zapoczatkowalismy,
powinny w pelni wyjasni¢ to zagadnienie.

Majac na wzgledzie praktyczne zastosowanie
badan nad 5’-nukleotydaza nalezy zasygnali-
zowal, Ze istniejg powigzania miedzy aktyw-
noscig androgenng jader a aktywnoscia nukle-
otydazy.

Shirley i wsp. (8) badajac mianowicie wplyw
diety biatkowej na aktywnos¢ 5’-nukleotydazy,
zawartodé¢ kwasu cytrynowego i fruktozy zaob-
serwowali spadek wszystkich badanych wskaz-
nikéw u buhajkow z obnizong dietg biatkows.
Prawdopodobnie, tak jak w przypadku aktyw-
no$ci 5’-nukleotydazy nadnercza szczuréw (7),
réwniez i 5’-nukleotydaza nasienia znajduje sie
pod kontrolg testosteronu. Zwlaszcza, ze glow-
nym zrédlem 5-nukleotydazy nasienia sa pe-
cherzyki nasienne, ktérych aktywnos¢ wydzie-
Inicza znajduje sie pod kontrola androgenow.
Nalezy przypuszczaé, ze aktywnos$é 5'-nukleo-
tydazy moze by¢ réwniez wskaznikiem stanu
czynnosciowego pecherzykéw nasiennych.

Interesujace dane zawiera praca Buriana i
Dema (1). Autorzy stwierdzili mianowicie obec-
nos¢ dwoéch typéow 5-nukleotydaz w plazmie
nasienia buhaja w zalezno$ci od stanu ukladu
rozrodczego. W stanach patologicznych ma-
jacych odzwierciedlenie w nieplodnosci roz-
plodnikéw lub obnizonej plodnosci, pojawia sie
bowiem w plazmie enzym o zupelnie odmien-
nych wilasciwosciach biochemicznych w porow-
naniu z enzymem nasienia normalnego. Aktyw-
no$¢ jego rosta proporcjonalnie w miare doda-
wania substratu (5’-AMP) az do stezenia 12
umoli. Normalny typ 5-nukleotydazy, wyste-
pujacy u 98% analizowanych préb nasienia, ob-
niza swoja aktywnosé przy stezeniu 4 umoli
9’-AMP. Nasze wstepne obserwacje dla nasie-
nia pochodzacego od trykéw nieplodnych wska-
zuja natomiast na wyraZnie obnizong aktyw-
no$é¢ 5’-nukleotydazy w plazmie.

Majac na uwadze udzial 5’-nukleotydazy w
biosyntezie kwaséw nukleinowych, prawdopo-
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dobnie poprzez genetycznie uwarunkowane po-
winowactwa enzymu do roznych 5-nukleoty-
déw, nalezy przypuszczaé¢, ze zwieksza lub
zmniejsza aktywnosé¢ 5-nukleotydazy w sta-
nach patologicznych, znajduje swoje odzwier-
ciedlenie w niskich lub wysokich poziomach
DNA w plemniku. Byloby to réwniez wyjas-
nieniem stwierdzonych anomalii w iloSci DNA
w plemnikach osobnikéw mnieplodnych (9).

Sprawa nie jest ostatecznie wyjasniona.

Badan wymagajg takze wilasciwoséci immuno-
logiczne enzymu ze wzgledu na mozliwo$¢ im-
munizacji samcéw w przypadkach zmian czyn-
nos$ciowych ukladu rozrodczego. MoZna przy-
puszczaé, ze 5-nukleotydaza nalezy nie tylko
do antygenéw plazmy nasienia, ale réwniez do
tzw. antygenéw okrywowych plemnika.
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Crxkexexk E., Bonoc A, — BuoxuMmdeckme I0Ka3a-
TeJIM KayeCTBA CEMEHHN CeJhCKOXO3AHCTBEHALIX MKH-
BoTHBIX. IV. BHOXMMMYeCKUe CBOiCTRA 5 -HYKJIEOTH-
Ias3bl M3 CEMEHHOM IIAa3Mbl GapaHna.

B npuroroBieHHOM M3 IMJIa3Mbl CeMeHM GapaHa Ipe-
rnapare 5 -HYKJI€OTHAA3BI OGHAPYIRMAM TIPUCYTCTBUEC
neyx dpaknuit. Tmapuasa dpaklMa TpoxBuraroiiad ¢
raMMa-rIobyImuHaMmu MMeNla MOJEKYJIAPHBIA Bec OKO-
g0 110 Tbhic.; BTOpas BbICTyHAlOLIlad B HU3KMX KOH-
nenrpaumax okoao 50 rteic. IIpucyrerBue AByxX dpak-
Uit TOATBEPAMIN TAaKiIKe JNeKTpodhopeTMIecKMM aHa-
ausoMm. VIOHLI MarHmuA AaKTUBMPOBAMM b5 -HyKJIeoTwja-
3y ceMeHHOM TMiaa3Mbl 0Oapana. IIpM KOHIeHTPALUU
aTux wuoHoB 1—10 MM Habmwopanu MarKcHMaAIbLHYIO
AKTMBHOCTL (DepMeHTa: OHa Oblna Bbhiie HA 123% wem
B orcyrcTBum Mgt 1+, MaRcuMalabHYIO CKOPOCTH TUJ-
ponnsa cdepmerros 5-ANMD ormeuanu npu 2 MM KOH-
nedTpanmy 9toro cyberpara. [Ipm KoHierrpaunm cyb-
crpara Beimie 4 MM obuHapyzxxumm cyberpatHoe TOP-
MozKeHue, Koropoe Ipu 10 MM wouienrpariupn 5 AMD
pecturaeno 35%. Mwuxasmuce-MenTten KJsi 5'-HyKJICOTH-
Za3bl fapana cocraBadsga 3,25 ¥ 1074M. 5 -HyKIeoTy-
mas’a TUAPOJM30Balia B PaBHON! crerneny Bee 5'-pubo-
HYKJIeOTUALI ¥ 5’ -1e30KeupybonyKeoTMaasbl, 3a MC-
rarouenneMm 5-YM® u 5-TMEP. AxTueiocrs 5'-Hy-
KJE€OTUAA3bI B OTHOWUeHMM K cyberparom 5 -YMOD
Opima Ha 34% Boowe 1 Ha 66% HMIKe YeM B OTHOILe-
mmn K 5’AM®D. 3-HYyKJIeoTUAbl ObLIM TUAPOIN3OBAHBI
depmentom 5 -rparno caabee dUem 5-AMD. OOGHa-
py®um asa ontmMmyma pH pna 5 -HyRIcoTHaazsr Ga-
pama: pH = 8,5—9,1 u pH = 9,7, Ilony4dcHHEIE pPe3ylb-
TaThbl yKa3blBaloT, 4TO 5 -HYKJIEOTMAa3za M3 CEMCHHOI
miIasMel 6apaHa 0 CBOMM OMOXUMMYECKNM CROMUCTBAM
3HAYUTENBHO OTJINYaercA OT 92roro diepMenra wu3
IJIa3MEI ObIKA.
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Strzezek J., Wolos A. — Biochemical indices applied
to the cvaluation of the semen quality of farm ani-
mals. IV. Biochemical properties of 5 -nucleotidase in
the semen plasma of ram.

Two fractions were found in 5 -nucleotidase obtained
from the semen plasma of ram. The main fraction of
gamma globulin mobility possessed the molecular we-
igth of about 110 000. The second fraction of low con-
centration had the weigth of about 50 000. The enzyme
was inactivated by Mg++. At the concentration of
Mg++ from 1 to 10 mM, the activity of 5'nucleotida-
se was higher of 123% in relation to the activity of
the enzyme without Mg+t+., The maximal rate of
5-AMP hydrolysis under the influence of the enzyme
was at a 2 mM concentration of the substrate. At the
concentration of 10 mM 5-AMP. Michaelis-Manten’s
constant for 5’nucleotidase of the ram was 3.25 X
10—4M. The enzyme hydrolysed to the same extent
5’-ribonucleotidase as well as 5'-desoxyribonucleotidase
except of 5-UMP and 5-TMP. The activity of
5’-nucleotidase determined against 5-UMP was of
about 34% higher and 66% lower against 5-TMP than
against: 5'-AMP as a substrate. Instead 3-nucleotides
were hydrolyzed 5 times less than 5-AMP. There
were noted two pH optimal values for 5-nucleotidase
of semen plasma of ram, e.g. pH 8.5-9.1 and 9.7. The
results of the investigations indicated that 5°-nucleo-
tidase of semen plasma of ram differed in many
biochemical respects from 5-nucleotidase of bull.

ZUFFA A, BANDA I, ZAK O., KONRAD J.: Kombi-
nowane szczepienie norck przeciwko chorobie Aujeszky
i botulizmowi. (Combined inoculation of minks against
Aujeszky’a disease and botulism). Vet. Cas. (Kosice)
13, 141—151, 1970 (5).

Wykorzystano Zywa niezjadliwa szczepionke pko
chorohie Aujeszky (zimny wariant szczepu Bue, Te
300/9,2, namnozony na hodowli komdrek embriondéw
kury) oraz adsorbowanag anatoksyne Cl. botulinum C
i ewent. D. Przebadano wyniki podania obu szczepio-
nek oddzielnie, simultan i w postaci mieszanki. Jako
wskaznik odpornoS$ci przyjeto mianoe neutralizujgce
surowicy.

Doswiadezenia na morskich $winkach i norkach wy-
kazaly nieszkodliwo$é i skuteczno§é wszystkich trzech
metod.

Autorzy zalecaja stosowanie u norek metody kom-
binowanej, polegajacej na 2-krotnym szczepieniu
zwierzat w odstepie 4 tygodni, liofilizowang szcze-
pionka Aujeszky rozpuszczong w plynnej szezepionce
botulinowej.

J.

CERNIK K.: Wybhér adjuwantow przy produkeji inak-
tywowanej szczepionki pko pomorowi rzekomemu kur.
(The selection of adjuvants for the preparation of
inactivated vaccine agains{ Newcastle Disease). Vet.
Cas. (KoSice) 13, 179—187, 1970 (6).

Wirus namnazano na zarodkach kurzych (szczep
Hertsfordshire i La Sota) lub na hodowli komodrek za-
rodkoéw kury (szczep Roakin 50 pasaz na hodowli ko-
mérek). Miana wyniosty: H — 107.9—10%84; lL.a Sota —
106.65 —106.66; R — 10728, Inaktywacje przeprowadza-
no przez dodanie 0,05% betapropiolaktonu (2 godz.,
37°C). Zawiesine adsorbowano na wodorntlenku glinu
(10 i 25%), fosforanie wapnia (10%) lub dodawano ole-
ju Bayol F z 10% Arlacel A w iloSci 90%, 60% i 30%.

Badania wykazaly, ze najlepsze wyniki ze wzgledu
na aktywno$é¢ i latwosé uzycia daja szczepy H i La
Sota z 90% oleju i 10 lub 25% Al(OH); ora R/TC5H0
adsorbowany na 10 lub 25% Al(OH),. Dodatek 10%
Al(OH); adsorbuje 84,5% wirusa a 25% Al(OH); —
99,63% wirusa.

J.



