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FIĄOLOGIA I PATOLOGIA ROZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIENIAN|E

JEP"ZY STRZEZEK, ALEKSANDER WOŁOS

Wskoźniki biochemiczne w zoslosowoniu do oceny iokości nosienio
zwie f zql gospodorskich. Iv. włościwości biochemiczne

5'-nukleotydozy plozmy nosienio łryko

Inst'tut "T;l'"iL", prof. dr

§pośród enzymów na,sienia zwierząt rpoważ-
ną gnupę stanowią fosfatazy (f,osf,ohldrolazy),
Spełniają one ważną rolę w ,meltab,olizmie
es,trów fo,sforanowych ,cukrów, kwasow nu-
kleinowych i nulkłeotvdów oraz szeregu i,nnych
estrów fosforanowy,ch, będących rmetabolitami
prze,mian enzymaty,cznych zachodzącvch w na-
sieniu,

Stosunkowo duża aktywność fosfatazowa na-
sie,nia po,chodzi z pLazmy. Najbandziei poznane
są ,dotych,czals f,o,5fąlą2y kwaśne i zasadowe
plazmy, które są obecne również i w plemni-
kach (6).

Fo,sfa,tazy z grupy tzw. ,nu[<leaz, biorące u-
dział w pnzemiana,ch kwasów nukleinowych
i nukrleo,tydów są mało jeszcze poznane. Ich
funkcja w na,sieniu wiąże się z temtpem biotsyn-
tezy kwa,sów nul<llei,ncxwych poldcza,s spermato-
genezy (11, 12). Po,twiendzałby to fakt wVkry-
cia niektórych nukleaz w tkance jąd,rowei (3).

Istnię;u ró,wnież lprzypusz,czenia, że zaburzenia
prze,mian kwalsów ,nutkleinowy,oh, zwłaszcza
DNA rplemników, ,powodowane są zmianami
aktywriąści enzymów nukim,litycznych (1). Jak
wiadomo ,ma to o,dzwierciedlenie w za,burzeniu
płodności rozpłodników (1, 9).

w ostatnirn czasie ,stwierdzo,no w nasieni,u
buhaja aktywność ryhonufi<leavy (4). Znacznte
wcześniej sygnałńzowano oibecność kilktl typóy
ATPaz oraz 5'-nukleotydazę (6), Aktwvność 5'-
nukleotydazy nasienia zwierząt jest wvzsza od
aktywności pozo,stałych nurkleaz. Głów,nym
źródłem tego enzymu u buhaia są pęche,rzvki
nasienne.

Mirno, że enzym ten został wyizolowany z
plazmy nasienia buhaia oraz określono jego
właściw,ości (2), to roia jego w nasieniu nadal
,pozostaje niewyjaśniona.

stosowane skróty: 5'-AMP - adenozyno-5'-monofosforan,
5'-dAMP - 2-dezoksyadenozyno-5'-monofosforan, S'-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'-monofosforan i ATP-aza
- adenozynotrójfosfataza (fosfohydrolaza ATP).
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Brak je,st również danych old,nośnie 5'-nukle-
otyda,zy plazmy nasienia tryka, u którego nasi-
le,nie procesow metabolicznych w nasieniu jest
szcze§olnie intensywne. Nalleżv rptzypu§zczać,
że enzymy p,lazmv tryka, między innymi 5'-
nukłeo,tydaza,różlnią się nie tylko budową i ak_
tvwnością, a,le i mechanizmem działania.

Dla,tego celem ninieiszei placy ,była próba
izolacji S'-nukleo,tydazy z plazrny nasienia try-
ka i okreś,lenie nioktórych jej właściwości bio-
chemicz,nych.

Materiał i metody
Nasienie tryka otrzymane na sztuczną pochwę, o

dobrej koncentracji i ruchliwości plemników, odwiro-
wywano dwukrotnie w ciągu 15 minut przy 13 000
obr./min. Plazmę nasienia zlewano z nad osadu plem-
ników i przechowywano w temp. 2530 K. Po zgroma-
dzeniu 110 ml plazmy, dokonano izolącji 5'-nukleoty-
dazy wg metody Fleppela i }Iilmoe (2), z niewielkimi
modylikacjami własnymi.

Aktywność 5'-nukleotydazy oznaczono wg przyro-
stu ilości nieorganicznego fosforu w inkubowanych
próbach w temp. 3100 K i wyrażano w pmolach fosfo-
ru, uwolnionego podczas l5-minutowej inkubacji, na
mg białka. Fosfor nieorganiczny oznaczano wg me-
tody Fiske i Subbarow.

Jako substratów użyto preparatów 5'-AMP (f-my
Koch), oraz 5'-dAMP, 3'-AMP, 5'-dCMP, 5'-GMP,
5'-UMP, S'-TMP (f-my Calbiochem). Rozdziałów elek-
troforetycznych otrzymanego preparatu 5'-nukleoty-
dazy dokonano na żelu poliakrylamidowym wg Da-
viesa. Zawartość białka oznaczaio metodą biuretową
wg Weichkselbauma.

Ciężar molekularny uzyskanego perparatu enzyma-
tycznego określono metodą cienkowarstwowej chro-
matografii na żelu Sephadex G-200 (Superfine) wg
instrukcji f-my Pharmacia. Jako białek standardo-
wych użyto cytochrom c (f-my Fluka i Buchs), albu-
minę surowicy bydlęcej oraz kazeinę (f-my BDH).

Wvniki
Obserwacje elektroforetyczne na żelu po-

liakrylamidowym uzyskanego preparatu 5'-nu-
kleotydazv wykaza,ły obeoność jednej dużej
frakcji w obrębie gamma€Iobulin oraz dru-
giej, o mniejszv,m stężeniu, o ruch,liw,ości albu-
,min (ryc. 1).
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Aktywność spe,cyficzna uzyskane§o p,repara-
tu enzymartvcznego bvła 9-krotnie wyższa o,d
aktyw,ności wyiściowei plazmv nasienia przy
uży,ciu 5'-AMP jako substratu.
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Ryc. 1. Schenat rozdzialu elektloforetycznego w żelu,
poliakrylam idowym.

Ryc. Z p,rzedstawia akty,wujący wpłyW io-
nów Mg++. Stężenie 1 mM MgCl, okazał,o się
stężeniem olptymal,nym, które pow,od,uje wzrost
aktywnośc.i 5'-,nu[<Ieotydazy o 1237o w porów-
naniu z próbaimi nie zawierającvmi j,onów
Mg++. Warost stężenia tych jonów do 10 mM
nie powodtlje darlszego wzrolstu aktywności en-
zY,mld.

Bada nia,dotvczące powinowa,ctwa su,b'stra to-
wego 5'-nu&<łeotyLdą7y plazmy nasienia tryka
przedstaw,ia rvc. 3.

5'-n,u,kłeotydaza hydrolizuie w ied,nafl<owyrn
st,opniu zarówno 5'-rybonu[<lleotydy iak i S'.de-

UgCĄ (alł)
0,1 H g l 9 - lla 0H | 9H $,5) ; Ą7 n M 5 4t4 P ; 0,16 n g ptot e i n/ n! rl a c tion ntx ć urc

Ryc. 2. WpłyW stężenia jonów magnezowych na aktywność
5'-nukleotydaZy.

,1HĄ 34Hp ł.dAxp 5:aHp 5rrrr9 5|l|up 3,41,19 5|dct],

0.1 M glg - NoOlł (pH E,5); !0 ntl MgC!, ; 2 nM subslrolc , 0.ł6 ng protcuy'nl
tcoction nt|ilure

nyc. 3. Aktywność 5'-nukleotydazy w zależności
od rodzaju nukleotydu.

zoksyrybonukleotydy, z wyjątkiem 5'-UMP
oraz 5'-TMP. W przypadku bowiem 5'-UMP
enzyrn wykazuje o 340/o wyższą a'ł<tywnośc ani-
żeli wobet 5'-AMP jako ,surhstratu oraz o po,nad
660lo ,niższą a,ktywność wolbec 5'-TMP. 3'*fosfo-
rany nukleolzłłCów (np. 3'-AMP, 5'-CMP) są
hydrolizowane przez ten enzym prawie 5-krot-
nie słabiej niż 5'-AMP,

Podjęto próby wvjaśnienia małego powino-
walctwa 5'-nukleoty,dazy do 5'-TMP dokonując
,oznaczeń aktywności te,go enzyrmLu,w obec|ności

Wvniki przeds,tawionc na ryc. 4 wskazuią,
że aktywność enzymu, oznaczona wobec
5'-UMP jako substratu, obniża się bardziej w
obecnośoi tymidyny ntż w obecności u,rydyny,
przy takim samym ,stężeniu nul<leozyd,u. Tymi-
dyna, w ,stężeniu 5 mM, zmniejsza bowiem
arktywno,ść enzyrnu o 360/o (tj. do porziornu ak-
tywności 5'-nujkile,o,t}łCazy oznaczonej wo,bec
s'-AM,P), pod,czas gdy ury,dyna obniża a[<,tyw-
ność tego enzymu ty]ko o 25%.

Maksy,malną ,szybkość hydrolizy S'-AMP
prze,z enzyrr' zaohsenvowano przy 2 mM stę-
żenlu 5'-AMP. Szy,bkość ta utrzy,muje srię prak-
tyeznie do 4 mM stęże,nia 5'-AMP. Pr,zy 5 mM
pojawia się słabe hamowanie ,sub,stratowe, któ-
re 10 mM stężeniru sub§tra,:u dochodzi do 35ło
(rvc. 5),

Stała Michaelisa-Menten, wyznaczona przy
pomo,cy pochyłej Li,nerweavera-Burka, ł,ynosi
3,25 X 10-4 M (ryc. 6).

Na ryc. 7 przedstawiono zachowanie się
aktywności 5/-nukleotydazy w zaleLżnŃci od
pH (pnay uiżyci,u ja[<o suhstratu 5'-AMP), w
obecności jonrów 114++ jak i w przypadku ich
nieobecno,ści. Z tyc, 7 wynika, że enzym ten
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zarów-
plazmy
jonami

tywacja
enyzmu tryka tyrrri jonami jest prawie o 507o
wyższa od aktywacji notow.anej przez Heppela
i Hilmoe (2) dla enzymu buhaja. Levin i Bo_
dansky (5) natomiast stwierdzają aktywację
5'-nukleotydazy różnymi jonami dwuwartoś-

m jonów Feł*, Ni++
owały aktywność enzy-
pyzypuszczać, że zwlasz-
e w normalnej plazmie

nasienia rozpłodników, są niezbędne dla hy-
drolitycznego rozszczepiania nukleotydów
u,c,zestnicząc w połączeniach enzym sub-
strat.

0.1 M gtg .tuool, ,* ,.|,, oo,, ,r'rr,,, ;l:lii;::{r,# 

r

0,16ng protein/nl rcoction mixture; l uridine;

o lhgnidine

Ęyc. 4. wpływ nukleozydów na aktywnośó 5'-nukleotydazy

posia,da dwa optima pH: 8,5-9,1 oraz 9,7 i to
w obu wlw prz,{tpadkach.

Wyniki dotyczą,ce oznaczania ciężaru moi.e-
kularnego preparatu 5'-nukleotydazy plazmy
nasie,nia trryika wlskazują, że główna frał<cja
(o ruchliwości gamma - globulin) posiada cię-
zar około 110 tys. Natomias,t dr,uga frakcja,
występtrjąca w bardzo niski,m stężeniu, posia-
da ciężar około 50 tyLs.
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Omówienie wyników
Już w trakcie izolacji 5'-nukleoty,d,azy z plaz-

my nasienia tryka stwierdzono pewne cechy
tego enzyrnu, różniące go od enzymu wystę-
pującego w plazmie nasienia buhaja. Przy
fr,akcjonowaniu bowiem etanolem zastosowano
,dwukrotnie wyższe jego stęzenia w dializacie
(po tralrtowaniu siarczanem amonu), w porów-
naniu do stężenia etanolu stosowanego przez
Heppela i Hilmoe (2) przy izolacji errzynlu z
plazmy buhaja.
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Ryc, 6. Graficzne wyznaczenie stałej Michaelisa _ Menten wg
Lineweavera _ Burka.

Analizując powinowactwo izolowanego przez
nas enzymu tryka w stosunku do poszczegóI-
ny,ch rybonukle,otydów i dezoksyrybonukleoty-
dów należy podkreślić, że enzym ten w odroż-
nieniu o,d enzyrnu buhaja, z nielicznymi wy-
jątkami, hydrolizuje wszystkie 5'-nukleotydy.
Ta właściwość ron:,i go od enzymu buhaja,
który w$ Heppela i Hi'],moe (2) oraz Levina i
Bodanskego (5) posiada wysoką specyficzność
substratową w stosunku do 5'-rybonukleoty-
dów, natomiast 4-10 razy niższy w stosunku
do dezoksyrybonukleotydów. Wskazywałoby to
na inny mechanizm hydrolitycznego tozszcze-
piania 5'-nukleotydów przez errzym tryka. Hi-
poteza Levina i Bodanskye'go zakłada miano-
wicie, d]a 5'-nukleoty,dazy plazmy buhaja wią-
zanie się substratu z centrum aktywnym en-
zymlJ poprzez cukrową część nukle,otydu pny
u,dziale tlenu w pozycji 2'. Autorzy ci podkreś-
lują p,onadto niepoślednią rolę jonów Mg++
przy tworzeniu kompieksu enzym - substrat
w procesie hydrolizy nukleotydu. Jony magne-
zu wiązałyby resztę fosforanową nukle,otydu
z odpowie,dnim miejs,ceil-n,centrum aktywnego
5'-nukleotydazy, przy czym wiązanie to two-
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rzyloby się lub dy,socjowało w zależności od
pH środowiska.

Na,sze badania wskazują na mniejszą specy-
ficzność 5'-nukle,otyd,azy tryka, ponieważ po-
siada ona jednakowe powinowactwo zarówno
do 5'-rylbonukleotydów jak i 5'-dezoksyrybonu-
kleotydów. Z uwagi jednakże na małe powino-
wa,ctwo do 3'-n-ukle,otydów, byłby ra,czej mo-
żliwy do przyjęcia dla tego enzymu typ łvią-
zania wo,dorowego między atomem tlenu w
pozycji 3'-rybozy (lub dezoksyrybozy) a gru-
pą NH fragmentu peptydowego aktywnego
centrum enzymu. Podobny model podali Tono-
mura i wsp. (10) dla ATP-azy miozynowej
mięśnia poprzecznie prążkowanego. Należy
również przypuszczać, że małe powinowactwo
enzymu ,do 5'-,TMP, jakie zaobserwowaliśmy,
spowodowane jest obecnością grupy metytrowej
w pozycji 5'-pierścienia pirymidynowego. Przy-
puszczenie to potwierdzałby f,akt, że aktyw-
ność 5'-nukleoty,dazy, oznaczar'a wobec 5'-UMP
jako substratu, o'bni,za się bardziej w obecnoś-
ci nukleozydu - tymidyny niz urydyny, pruy
takim samym ich stęzeniu.

769łOrl

Q4 H glg-MoOH, 2 nH 5'-A łlF, Q24 ng protc ia /n|tu*t m
nilturc, o łith-.aad o łilhout łOnLr H9Cl1

Ryc. 7. wplyw pH na aktywność 5'-nukleotydazy,

Biorąc po,d uwagę aktywność 5'-nukleotyda-
zy w zależności od pH środowiska, należy
stwierdzić stosunkow,o dużą tolerancję enzymu
na zmiany pH. Mimo, że Heppe1 i Hilmoe (2)
stwier,dzili jedno optimum pH dla 5'-nukleoty-
dazy plazrny buhaja, to w ostatnim ,cz,asie Le-
vin i Bodansky (5) podają dwa optima pH uza-
Ieżnione od obegności jonów Mg++.

Jedno optimum pH występowało pffiy pH:
7,5-B,0, drugie natomiast przy pH:9,1-9,3.
W nieobecności jonów Mgt+ autorzy ci stwier-
dzili jedynie jedno optimurn przy pTJ:7,5-
B,0. Dla 5'-nukleotyd.azy tryka stwierdziliśmy

dwa optima pH występujące zarówno w obec_
ności jonów MB++, jak i ich b,raku, mimo pro-
porcjonalnie o,bniżonej aktywnoś,ci enzymu w
ostatnim pnypadku.

Levin i Bodansky (5) odrzucają hipotezę
obe,cności dwóch izoenzymów 5'-nukleotydazy
piazmy buhaja z różnymi optimami pH. Suge-
rują natomiast obecnośc 4 różnych miejsc akty-
wnych zależnych od pH śr,odowiska. Należy
zaznaczyć, że autorzy ci badali tylko kilka
właściwo,ści izolowanego preparatu 5'-nukleo-
tydazy.

Nasze badania nad enzymem nasienia tryka
wskazują wyr,aźnie na występ,owanie w uzys-
kanym preparacie dwóch białek o aktywnoś,ci
5'-nukleoty,dazy. Ostatni,o Buruiana i Dema (1)
dla izolowanego enzymu plazmy buhaja, sto-
sując sąc,zenie na zelu Sephadex G-200, stwier-
dzili kilka izoenzyrnów 5'-nukleoty,dazy. Bada-
nia immunologiczne, jakie zapoczątkowaliśmy,
powinny w pełni wyjaśnić to za§adnienie.

Mając na względzie praktyczne zastosowanie
badań nad 5'-nukleotyd,azą należy zasygnali-
zować, że istnieją powiązania między aktyw-
nością androgenną jąder a aktywnością nukle-
otydazy.

Shirley i wsp, (B) badając mianowicie wpływ
Ciety ibiałkowej na aktywność 5'-nukleotydazy,
zawartość kwasu cytrynowego i fruktozy zaoh-
serwowali spadek ws,zystki,ch badanych wskaź-
ników u buhajków z obniżoną dietą białkową.
Frawdop,odobnie, tak jak w przypa,dku aktyw-
ności 5'-nukleotydazy na,dnercza szczurów (7),
również i 5'-nukl,eotydaza nasienia znajduje się
pod kontrolą testo,steronu. Zwłaszcza, że głów-
nym żrodłem 5'-nuk]eotyd,azy nasiónia są pę-
cherzyki nasienrre, których aktywność wy,dzie-
Inicza znajduje się pod kontrolą androgenów.
Należy przypuszczac, że aktywność 5'-nukleo-
ty,dazy może być również wskaźnikiem stanu
czynnościowego pęcherzyków nas,iennych.

Interosujące dane zawiera pra,ca Buriana i
Derna (1). Autorzy stwierdzili mianowicie obe,c-
ność dwóch typów 5'-nukleotydaz w plazmie
nasierria buhaja w za\eżmości o,d, stanu układu
rozrodu,ego. W stanach patologic,zny,ch ma-
jących o,dzwierciedlenie w niepłodności roz-
płodników lub o'bniżonej płodności, pojawia się
bowiem w plazmie enzym o zupełnie o,dmien-
nych właś,ciwościach biochemic,znych w porów-
naniu z eruzymem nasienia norrnalnego. Aktyw-
ność jego rosła proporcjonalnie w miarę doda-
wania substratu (5'-AMP) aż do stężenia 72
pmoli, Normalny typ 5'-nukleotydazy, wystę-
pujący u 9B7o analizowanych próh nasienia, ob-
niża ,swoją aktywność przy stężeniu 4 pmoli
S'-AMP. Nasze wstępne obserwacje dla nasie-
nia pochodzącego od tryków niepłodnych wska-
zują natomiast na wyraźnie obniżoną aktyw-
ność 5'-nukleotydazy w plazrnie.

Mając na uwa,dze u zial, 5'-nukle,otydazy w
biosyntezie kwasów nukleinowych, prawdopo-
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dobnie poprzez genetycznie uwarunkowane po-
winowa,ctwa enzymu clo różnych 5'-nukleoty-
dów, należy przypuszu,ać, że zwiększa ]ub
zmniejsz,a aktywność 5'-nukle,otydazy,w sta-
nach patologicznych, znajduje swoje odzwier-
ciedlenie w niskich lub wysokich poziomach
DNA w plemniku. Byłoby to równiez wyjaś-
nieniem stwierdzonych anomalii w ilości DNA
w plemnikach osobników niepłodnych (9).

Sprawa nie jest ostatecznie wyjaśniona.
Badań wymagają także właściwości immuno-

logiczne enzymu ze względu na możliwość im-
munizacji samców w przypa,dkach zmian czyn-
nościowych układu rozrodczego. Można ptzy-
pusz-u,ać, że 5'-nukleotyd,aza należy nie tylko
,do antygenów plazmy nasienia, ale również do
tzw, antygenów okrywowy,ch plemnika.
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Cr>xe>xex E., Bonoc A. - ErłoxrrMl{llecKrre nol{a3a-
TeJIII ttaqecTBa ceMeHl! ceJIbcKoxo3flftcrnenRsrx :xlr-
BoTHbIx. IV. EuoxnnrlrrlecKue cnoficrsa 5'-nyxneorrł-
Aa3bI ll3 cełleurrofi IIJIa3MrI 6apana.

B nprłr,oronneHHoM T43 [JIa3MLI ceMeHr{ 6apalra npe-
napaTe 5'-rryxneotlł4asst o6rłapyr<lrnlr np\IcyTcTB]4e
,qnyx @parqwft. lrae:ear. Ępaxtlwl npoAB]4raTolIaff c
laurnła-rłooyJl:,/trilavIĄ rfMeJIa Mofierryłapusrrł Bec oKo-
ło 110 TbIc.; BTopafl BlllcTyflarclqaa B HrI3ItIlx KoI]-
I{elrTpaqmflx oro;lo 50 rrrc. flprcyrcTBr4e AByx ópar-
qrrż no4rnepAT4Jlr{ TaKżKe snextpo$opeTl4qecKl4M aTIa-
JIT43oM. tr4orrrr uarHltff aKTI{BI4poean,z 5'-rryr<JIeoTr{/Ia-
3y ceMeHHoń nJIa3ML,I 6apaHa. flplł KoHI{eI]Tpaqr{Ił
3Trlx IłoHoB 1-10 wrM rra6nronaJIw MaKcIĄMaJII-HyIo
aKTI4BHocTb $epmenra: ona 6r,r.ra BbIII]e Ha 1230/o T elr
B oTcyTcrBl4rl l|{'gl l . Maxcułranlnylo cKopocTE, rrjA-
poJIIĄ3a SepveHroe 5-A1VI<D oTMeqaJIM npr 2lłN,I roH-
I_IeHTpaqI4I4 sroro cy6crp ata. IIpm KoI-Iqe],ITpaI]lu cy6 -
cTpaTa esrrle 4 nłM o6rtapy><wnu cy1clpaTHoe Top-
Mo)KeHTle, KoTopoe npm 10 MNI KoHl{eHTpiulrłlt 5' AM@
AecTIlraeJIo 35Yo. Mrrłxagnltc-MeHrerr rlrR 5'-uyxncotlr-
4asrr 6apatIa cocTaBJIaJla 3,25 ż 10-4M. 5'-lryr<neotrł-
Aasa rr{ApoJIr{3oBaJIa n paerroił cTcr[eHr{ ace 5'-p;r6o-
HyKJIeoTrrAr,I vt 5'-71ezot<cupy6onryr<eorrga:rr, 3a uc-
KJI}oqenr.IeM 5'-YM<D r 5'-TM@. Ar<rrłelrocrr, 5'-Hy-
KJIeoTr{Aa3BI E oTHolxeHI4I4 K cy6crparolł 5'-YM@
6rr,na r:a ij49o elIrue r Ha 660ń Hu)Ke qeM B oTrIoIlIe-
Iuylu K s'AM@, 3-ayxłeorlł7lr,r 6lrnrł IIlApoJIJ43oBaH6I
cPcpuerłrom 5'-xparrro cna6ce .lclł s'-AMó. 06rra-
py>r<uJlw ABa orrTMMyMa pH 4na 5'-Hyx.rrcoT u4agr,r 6a-
palHa: pH: 8,5-9,1 tt pTI - 9,7, flonyvcntlr'le pe3yJl6-
TaTrJI yKa3L,IBaIoT, qTo 5'-rryx.neotrł4a3a Tl3 ce lrcrrrroi,i
nJIa3ML,I 6aparra flo cBorlM 6lloxwlyu,rlecl<lł,lł ceoŻcre:rryr
3HaqlTeJIbHo oTJlrlqaeTca oT 9Toro cPepueora u3
nłagusr 6srxa.

17B

Strzeżek J,, Wołos A. _ Biochemical indices applieil
to thc cvaluation of the scmcn quality of farm ani-
mals. IV. Biochemical properties of 5'-nucleotidase in
the semen plasma of ram.

Two fractions were found in 5'-nucleotidase obtaincd
from the semen plasma of ram. The main fract,ion oI
gamma globulin mobility possessed the molecular we-
igth of about 110 000. The second fraction of low con-
cerltlation had the weigth of abclut 50 000. The enzyme
was inactivated by Mg++. At the concentration of
1\llg++ 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+ +. The maximal rate of
S-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 S'nucleotidase of the ram was 3.25 X
10-4M. The enzyme hydrolysed to the same extent
5'-ribonucleotidase as well as 5'-desoxyribonucleotidase
cxcept of S'-UMP and 5'-TMP. The activity of
5'-nucleotidase determlned against 5'-UMP was of
about 34% higher and 66% lower against 5'-TMP than
against 5'-AMP as a substrate. Instead 3-nueleotides
were hydrolyzcd 5 times less than S'-AMP, There
were noted two pH optimal values for 5'-nucleotidase
of semen plasma of ram, e.g. pH 8.5-9.1 ancl g.7. The
results of the investigations indicated that 5'-nucleo-
tidase of semen plasma of ram differed in many
biochemical respects from S'-nucleotidase of bull.

żUFFA A., BANDA I., zAK o., I(ONRAD J.: Kombi-
nowane szczepienie norck przeciwko chorobie Aujeszky
i botulizmowi, (Combined inoculation of minks against
Atrjeszky'a disease and botulism). Vert, Ćas. (Kośice)
13, 141_151, 1970 (5).

Wykorzystan o żywą niezjadliu,ą szczepionkę pko
chorobie Aujeszky (zimny wariant szczepu Buc, Te
30019,2, namnożony na hodowli komćlrek embrionów
kury) oraz adsorbowaną anatoksynę CI. botulinum C
i ewent, D, Przcbadano wyniki podania obu szczepio-
nek oddzielnie, simultan i w ,postaci mieszanki. Jako
wskaźnik odporności przyjęto miano neutralizujące
surowicy.

Doświadczenia na morskich świnkach i norkach wy-
kazały nieszkodliwość i skuteczność wszystkich trzech
metod.

Autorzy zalecają stosowanie u norck metody kom-
binowane j, polegaiące j na 2-krotnym szczcpietri1.1
zwierząt łv odstępie 4 ,tygodni, liofilizou,aną szcze-
pionką Aujeszky rozpuszczoną w płynnej szczepioircc
botulinowe j.

J.

ĆERNIK K.: Wybór adjuwantów przy protlukcii inak-
tywowanej szczepionki pko pomorowi rzekomcmu kur.
(The selection of adjuvants for the preparation of
inactivated vaccine againsf Newcastle Diseasc). Ve,t.
ćas. (Kośice) 13, 179-187, 1970 (6),

Wirus namnażano na zarod}<ach kurzych (szczep
ITertsfordshire i La Sota) lub na hodo,"lrli komórek za-
rodków kury (szczep Roakin 50 pasaż na lrodow]i ko-
mórelk), Miana wyniosły: H - 107.9-16ł.ł; La Sota -108.65 _ 106.66. R _ 107.28. Tnaktywację przeprowadza-
no ptzez dodanie 0,050ń betapropiolaktonu (2 god,z.,
37oC). Zawiesinę adsorbowano na wodorotlenku glinu
(10 i 250/o), fosforanie wapnia (100ń) hrb dodawano o1c-
ju Bayol F z l00lo Arlacel A w ilości 900Ó, 60% i 300/0.

Badania wykazały, że najlepszc wyniki uc lvzględu
na aktywność i łatwość użycia dają szczepy I,I i La
Sota z 900/o olcju i 10 lub 25% A1(oIl)3 ora R/TC50
adsorbowany na 10 lub 257o Al(OH):,, Dodatek 100ń
A1(OII)3 adsorbuje 84,50ń wirusa a 25olo A1(OIf)3 -99,63% wirusa.

J.


