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Sktad chemiczny plazmy nasienia zwierzgt

a stan uktadu rozrodczego

Z Instytutu Fizjologii i Biochemii Zwierzat AR-T w Olsztynie

Obecnie stosowane metody oceny nasienia, a
posrednio réwniez stanu meskiego ukladu roz-
rodczego, oparte sg glownie na okreslaniu
wskaznikow jakoéci nasienia oraz sporadycznie
na badaniach niektérych testow metabolizmu
jak: indeks fruktolizy, wspolczynnik zuzycia
tlenu.

Zaburzenia plodnosci prawie zawsze rozwijaja
sie przy ustalonym zespole objawow klinicz-
nych, przy czym mogg towarzyszy¢ im zabu-
rzenia w zaplodnieniu komorki jajowej, ktorych
przejawem jest powtarzanie cyklu plciowego.
Charakterystyczna cechg natomiast nieplodnos-
c¢i bezobjawowej jest niemozliwo$¢ ustalenia
przyczyny oraz.objawdéw patognostycznych; je-
dynym objawem w tych przypadkach jest nie-
skuteczno$¢ unasieniania. Gléwna przyczyna
nierozpoznawania czynnikéw etiologicznych oraz
objawow nieplodnosci bezobjawowej stanowi
niedoskonalo$¢ metod badania klinicznego, bio-
logicznego i laboratoryjnego.

Obok poznanych juz zaburzen biochemicz-
nych w samych komoérkach plciowych (obnize-
nie lub zwigkszenie DNA, zmiany biochemicz-
ne w akrosomie) wywolanych zaréwno czynni-
kami genetycznymi jak réwniez zmianami pod-
klinicznymi w nablonku rozrodczym, w ostat-
nim okresie duza uwage zwraca sie na plazme
nasienia. Jej szczegolna funkcja biologiczna w
rozrodzie, kontrola hormonalna syntezy jej
sktadnikéw chemicznych pochodzgcych prawie
ze wszystkich cze$ci ukladu rozrodezego, po-
zwalajg traktowaé¢ plazme nasienia jako bioche-
miczny kompleks wydzielin tego ukladu. Ak-
tywno$¢ wydzielnicza dodatkowych gruczoléow
plciowych i jader koreluja z ich stanem fizjo-
logicznym.

Metody badan laboratoryjnych plazmy nasienia
oparte sg o jakoSciowe i iloSciowe analizy poszcze-
golnych skladnikéw chemicznych. Podzielié je mozna
na:

1. ogéblne testy biochemiczne, polegajace na oznacze-
niu zawartosci okreslonych substancji chemicznych. w
plazmie,

2. biochemiczne metody badania biatek,

3. immunologiczne analizy bialkowych skladnikéw
plazmy. '

Sposréd testow biochemicznych sprawdzonych jako
przydatne dla oceny stanu ukladu pleiowego wyroznic
nalezy: test kwasu cyfrynowego, test trultozowy, test
wolnych aminokwaséw oraz test kwasu sjalowego.
Testy kwasu cytrynowego i fruktozy (10) znalazly za-

stosowanie w Kklinicznych przypadkach schor;eﬁ na-
rzadéw plciowych. Wykazano miedzy innymi, Ze prze-
rost lub rak prostaty koreluja ze spadkiem zawartosci
kwasu cytrynowego w plazmie nasienia (12). Mann
i wsp. (11) stwierdzili natomiast szybki spadek po-
ziomu kwasu cytrynowego i fruktozy w plazmie na-
sienia przy stanach zapalnych jader. Terapia antybio-
tykowa w tych przypadkach powodowala nie tylko
powrdét narzadu do normalnej funkeji, ale réwniez
powrot do normy zawartosci fruktozy i kwasu cytry-
nowego. Podobne zmiany u czlowieka zaobserwowali
Eliasson 1 wsp. (6) w przypadkach standéw zapalnych
prostaty i gruczoléw pecherzykowych,

W ostatnich latach duzg uwage przywiazuje
si¢ do obecnosci w plazmie nasienia wolnych
aminokwasow. Wyjasniono mianowicie, ze za-
rowno spermatogeneza jak réwniez dojrzewanie
1 ochrona plemnik6w w najgdrzu przebiega
przy znacznej koncentracji wolnych aminokwa-
sO0w, sposrod ktorych olbrzymia role odgrywa
kwas glutaminowy, syntetyzowany w kanali-
kach nasieniotwoérczych (16). Pionierzy badan
nad wolnymi aminokwasami w plazmie nasie-
nia zwierzat Hopwood i Gassner (7) wskazali
na wyrazng korelacje poziomu kwasu glutami-
nowego w plazmie nasienia buhaja z dojrzalo$-
cig uktadu rozrodczego.

Wprowadzenie do praktyki metody elektrochroma-
tografii wysokonapieciowej (13) lub analizy przy po-
mocy automatycznych analizatoréw aminokwasow,
pozwoli zastosowaé test wolnych aminokwaséw jako
wskaznik stanu fizjologicznego uktadu rozrodczego a
zarazem jakosci ejakulatu.

Kwas sjalowy z kolei, wydzielany gléwnie przez
gruczoly pecherzykowe i najgdrza, znajduje sie pod
kontrolg hormonu testosteronu (9). Zmiany jego za-
wartosci koreluje z dojrzato§cig plciowsg osobnikéw
meskich (15). W S$wietle naszych badan jest on jednym
z podstawowych skladnikéw chemicznych plazmy i
warunkuje wlasSciwosci biochemiczne bialek plazmy
(23, 24). Test kwasu sjalowego moze mieé¢ duza wartosé
diagnostyczng dla $ledzenia nasilenia proceséw cho-
robowych narzgdéw rozrodezych (24) oraz kriobioche-
micznych zmian w przechowywanym nasieniu (22).

Gatunkowe réznice w skladzie chemicznym
plazmy oraz miejsca syntezy poszczegdlnych
skladnikéw w ukladzie rozrodezym pozwalaja
wykorzystaé niektore analizy biochemiczne do
zlokalizowania procesu chorobowego w obrebie
narzadu rozrodezego. U czlowieka na przyklad
wydzieling prostaty cechuje duze stezenie kwa-
su cytrynowego i wysoka aktywnosé kwasnej
fosfatazy. Dla wydzieliny gruczoléw pecherzy-
kowych charakterystyczny jest wysoki poziom
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fruktozy. Ejakulaty azoospermiczne, pozbawio-
ne fruktozy lecz posiadajace podwyzszong ak-
tywnos¢ kwasnej fosfatazy i wysokie stezenie
kwasu cytrynowego, wskazywa¢ moga na nad-
mierng proporcje wydzielin prostaty i schorzen
tego gruczolu. Inng osobliwoscig ejakulatu czlo-
wieka i zwierzat jest wysoka koncentracja pro-
staglandyn. Sposrod 30 prostaglandyn stwier-
dzonych w plazmie czlowieka i tryka, PGE,
i PGE, sa dominujacymi (5).

Zrodlem prostaglandyn w nasieniu sg gru-
czoly pecherzykowe. Zaburzenia funkcji wy-
dzielniczych tych gruczoléw koreluja ze zmia-
nami aktywnosci pobudzajacej skurcz miesni
gladkich narzadow plciowych samicy przez plaz-
me nasienia.

Interesujaca cecha aktywnosci wydzielnicze]
meskiego ukladu rozrodczego jest to, ze w wie-
lu przypadkach organy uwazane przez anato-
moéw jako ,,homologiczne” réznig sie wyraznie
sktadem chemicznym ich wydzielin. Szczegdl-
nym tego przyktadem jest uklad rozrodczy knu-
ra. Jego cechy charakterystyczne to:

1. wysoka zawartos¢ glicerofosfocholiny, hy-
potauryny w najadrzach,

2. wystepowanie ergotioneiny, inozytolu i
kwasu cytrynowego w gruczolach pegcherzyko-
wych,

3. produkcja przez gruczoly Cowpera sjalo-
proteidow, zawierajgcych okoto 26% kwasu sja-
lowego.

Analiza tych substancji w plazmie knura do-
starczy¢ moze bardzo szybko jakosciowych
wskaznikow stanu calego ukladu rozrodczego
i poszezegdlnych jego odecinkow.

Osobnym problemem badawczym w zastoso-
waniu do oceny stanu fizjologicznego meskiego
ukladu rozrodczego sa badania nad biatkami
plazmy nasienia. Syntetyzowa‘ﬁe pod kontrolg
hormonow pleiowych w dodatkowych gruczo-
fach plciowych i jadrach stanowi¢ mogag wazng
informacje o stanie czynnoéciowym narzadow
rozrodezych (2, 3, 4, 19, 20, 25). Heterogennos¢
biatek plazmy, podatnosé na zmiany iloSciowe
w zaleznosci od stanu ukladu rozredezego wska-
zuja na mozliwo§é zastosowania nowoczesnych
metod biochemicznych badania bialek dla diag-
nozowania 1 lokalizacji procesu chorobowego
toczgcego sie miejscowo w narzadzie rozrod-
czym (ryc. 1). Wymienié¢ nalezy przydatne do
tych celow metody elektroforezy niskonapiecio-
wej w roznych nosnikach oraz saczenia na ze-
lach Sephadex.

Specyficznosé¢ enzymatyczna plazmy nasienia
uwarunkowana jest miedzy innymi funkcja wy-
dzielniczg jader i poszczegdlnych gruczolow
plciowych. Przykladowo, zZréodlem aminotrans-
feraz w plazmie nasienia sa najadrza i gruczoly
pecherzykowe (1) natomiast dehydrogenazy mle-
czanowe]j oraz fosfatazy alkalicznej i kwasnej —
gtownie najadrza (14).

Zalezno$¢ hormonalna i1 genetyczna syntezy
enzymow w narzadach rozrodczych, zwigzanie
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calkowitej aktywnosci niektérych z nich z plaz-
ma nasienia, stworzyly mozliwo$é¢ wykorzysta-
nia badan enzymatycznych plazmy dla oceny
stanu czynnosciowego ukladu plciowego a na-
wet poszczegdlnych jego odcinkow.

Niezmiernie pomocnymi moga by¢ analizy
zmian aktywnosci réznych form molekularnych
enzymoéw tzw. izoenzymow. Istnienie takich
form, roéznigcych sie strukturg 4-rzedowa, ale
wyrazajacych ten sam typ aktywnosci katali-
tycznej jest charakterystyczne takze dla plazmy
nasienia zwierzat. Obecnos$¢ ich w bialkach
plazmy wigze sie z calym szeregiem aspektow
pierwotnie genetycznych jak 1 poézZniejszych
funkcjonalnych.

Ryc. 1. Zmiany proteinograméw plazmy nasienia tryka
w stanach zapalnych jgder i najgdrzy

Objasnienia: (wykres densitometryczny na aparacie Vitatron
Manual TLD 100); A = normospermia, B = stan patologiczny.

Izoenzymy roznia sie wlasciwosciami fizycz-
no-chemicznymi, co dostosowuje ich funkcje do
potrzeb metabolicznych nasienia w zaleznosci
od lokalizacji (plemnik, plazma nasienia). Przy-
kladem sg formy dehydrogenazy mleczanowej
(LDH), dehydrogenazy jablczanowe]j (MDH) oraz
fosfatazy alkalicznej i kwasnej. Fosfataza alka-
liczna plazmy wystepuje np. w 2—3 formach
izoenzymatycznych, ktérych zaréwno ruchliwosé
elektroforetyczna jak i wlasciwosei katalityczne
uzaleznione sy od obecnosci kwasu sjalowego
(23).

Zmiany izoenzymatycznych form plazmy na-
sienia sg typowym przykladem epigenetycznych
modyfikacji struktur bialkowych, spowodowa-
nych warunkami $rodowiska. Modyfikacje te
polegaja zapewne miedzy innymi na: delecji
czesci tancucha peptydowego, zmianach poten-
cjalu oksydoredukcyjnego a takze na przylacze-
niu drobnoczasteczkowych zwiazkéw do enzy-
mu. Zwlaszcza zmiany przepuszczalnosci barier
tkankowych zmienionego chorobowo narzadu
rozrodczego sprzyjaja powstawaniu zmian de-
gradacyjnych form molekularnych biatek en-
zymatycznych plazmy.
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Jako typowe przyklady zaburzen form mole-
kularnych bialek plazmy mozna wymieni¢:

1. zmiana profilu izoenzymoéw LDH w przy-
padku stanéw zapalnych narzadu rozrodczego
oraz uszkodzen morfologicznych plemnika (ryc.
2),

2. zaburzenia ruchliwo$ci elektroforetycznej
form izoenzymatycznych fosfatazy alkalicznej
w stanach chorobowych narzadu rozrodczego,
wyrazajacych sie miedzy innymi wzrostem po-
ziomu kwasu sjalowego w plazmie,

3. wzrost aktywnosci formy mitochondrialnej
MDH zwlaszcza przy necrospermii i teratosper-
mii.
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Ryc: 2 Zmiany profilu izoenzyméw LDH plazmy
nasienia tryka w stanach patologicznych uktadu roz-
rodczego

Objasnienia: (wyKkres densitometiryczny na aparacie Vitatron
Manual TLD 100); A = normospermia, B = stan patologiczny.

Stosunkowo latwe opanowanie technik specy-
ficznych reakcji histochemicznych oraz metod
elektroforezy niskonapieciowe] w zelach stwa-
rza mozliwos¢ szerokiego zastosowania badan
izoenzymow plazmy nasienia jako metody ru-
tynowej w Zakladach Higieny Weterynaryjnej.

Odrebnosé immunologiczna biatek plazmy na-
sienia wynika z obecnosci w meskim ukladzie
rozrodezym dwoéch tkankowo swoistych syste-
moéw antygenowych:

systemu antygenowego jader, najadrzy i plem-
nikow (26) oraz systemu antygenowego tkanek
gruczolow dodatkowych i plazmy nasienia (17,
18).

Immunologiczne podloze zaburzen plodnosci
jest spowodowane miedzy innymi przeciwcia-
lami w stosunku do bialek antygenowych dodat-
kowych gruczotéw plciowych. Charakterystycz-

ng cechg tych zaburzen sg zmiany mozaiki an-
tygenowej plazmy jako wynik podwyzZszenia
lub obnizenia poziomu frakcji biatkowych =z
réwnoczesnym pojawieniem sie frakeji patolo-
gicznych a zarazem labilnych (2, 19, 20, 21, 24).
Najbardziej . przydatnymi metodami do badan
rutynowych i pomocniczych, stosowanych przy
rozpoznawaniu i rokowaniu w procesach toczg-
cych sie w obrebie narzgdu rozrodczego okaza-
Iy sie metody podwoéjnej dyfuzji w agarze wed-
lug Ouchterlony oraz metoda immunoelektrofo-
rezy.

Przedstawione tylko niektore praktyczne as-
pekty obserwacji skladnikéw chemicznych plaz-
my nasienia wskazuja na duze mozliwosci okres-
lania stanu czynnosciowego narzadow rozrod-
czych. Nalezy podkre$li¢, ze jedynie komplek-
sowe zastosowanie wymienionych metod i zréz-
nicowany zestaw badanych substancji chemicz-
nych plazmy, w powiazaniu z objawami klinicz-
nymi narzadu rozrodczego, moga decydowac o
poprawnosci rozpoznania przyczyny nieptodnos-
ci meskiej.

Czesto bowiem otrzymane wyniki analiz sub-
stancji chemicznych obejmowaé¢ moga nie tylko
skladniki wystepujace w normalne] wydzielinie
gruczotow dodatkowych ale takze skladniki sa-
mych plemnikéw. Dotyczy to zwlaszcza bialek
enzymatycznych. Dla przykladu Harrison i
White (8) wykazali, ze plemniki i kropla cyto-
plazmatyczna uwalniaja do plazmy enzymy
glikolityczne w przypadku szybkiego schlodze-
nia nasienia od 30° do 0°C. Nasze obserwacje
(dane niepublikowane) dotyczace aktywnosci
aminotransferaz nasienia knura, wskazuja na
,,przecieki” enzymow, zwlaszeza GOT z plem-
nikéw do plazmy nasienia, w wyniku inkubacji
nasienia w niskich temperaturach.

Zjawiska te, ktorym towarzyszy wzrost ak-
tywnosci enzymow w plazmie wplywac¢ moga
na obnizenie zdolnosci zapladniajgcej plemni-
kéw. Problemami wplywu niskich temperatur
na struktury chemiczne plemnika zajmuje sie
coraz bardziej dynamicznie i wszechstronnie
nowa dziedzina biochemii rozrodu tzw. kriobio-
chemia nasienia.

Nalezy przypuszczad, ze wzajemne oddzialy-
wanie struktur chemicznych wydzielin gruczo-
6w dodatkowych i plemnikéw stanowi istote
molekularnych podstaw mechanizmu nieplod-
nosci meskiej i patogenezy chordb ukladu pleio-
wego. Wynika stad potrzeba dokonywania okre-
sowych analiz niektérych skladnikéw chemicz-
nych nasienia i wprowadzania do laboratoriow,
zajmujacych sie praktycznymi problemami roz-
rodu, rutynowych metod biochemicznych.

Nasze sugestie w tym wzgledzie oparte sg o
do$wiadczenia laboratoriow zaréwno krajowych
jak 1 zagranicznych.
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Stres

niepokojenia ciezarnych macior a podatnos¢

prosigt na doswiadczalne zakazenie E. coli

7 Pracowni Badania Cho_réb Miodych Zwierzat Instytutu Weterynarii w Putawach

Ogolnie wiadomo, ze warunki utrzymania
macior w okresie cigzy wplywajg na zdrowo-
tnoéé¢ prosiat po urodzeniu. Wyniki dotychcza-
sowych badan wykazaly wplyw niekorzystnych
warunkow utrzymania macior na resorpcje bia-
tka siary i gamma globulin siary z przewodu
pokarmowego prosiecia noworodka, co powodu-
je stan hipoproteinemii i hipogammaglobuline-
mii (25.) Jak wskazujg liczni autorzy, u prosiat
takich znacznie czesciej wystepuja zakazenia
drobnoustrojami warunkowo chorobotworczy-
mi, ktoére sa przyczyng dos¢ znacznych strat
ekonomicznych (2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 15, 20, 23,
24, 25). Poniewaz zwierzeta nie zawsze sa ho-
dowane w optymalnych warunkach $rodowi~
skowych, celem pracy bylo przebadanie wraz-
liwosci- na eksperymentalne zakazenie drobno-
ustrojami E. coli prosigt pochodzacych od ma-
cior poddawanych w drugiej polowie cigzy
stresowi niepokojenia.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 22 prosietach pochodza-
cych od dwéch macior pierwiastek. Grupa doswiad-
czalna liczyla 8 prosigt o srednie] wadze w dniu uro-
dzenia 1,28 kg (1,21—1,35 kg). W grupie kontrolnej
bylo 14 prosigt o Sredniej wadze 0,84 kg (0,55—1,06 kg).

Stres niepokojenia maciory do$wiadczalnej oraz po-
miary mikroklimatu pomieszczen przeprowadzono po-
dobnie jak w pracy Zmudzinskiego i wsp. (26). Krew
od prosigt doswiadezalnych i kontrolnych pobierano w
nastepujgecym porzgdku: tuz po urodzeniu, 2, 3, 10, 16
i 21 dnia po urodzeniu. Badanie bakteriologiczne krwi
wykonywano posiewajgc 0,25 ml prébki na agar z
krwiag wg McConkeya. Surowice do badania uzyski-
wano w ciggu 3—4 godz. od chwili pobrania proébek
krwi i przechowywano w temperaturze — 30°C. Ozna-
czano aktywnos¢ bakteriocydna, biatko calkowite oraz
poszczegdlne {rakcje bialkowe., Wymazy z prosinicy
prosial obu grup pobierano w nastepujgcej kolejnosci:
po 3 godz. a nastepnie 2, 3 1 8 dnia po zakazeniu.
Wymazy wysiewano na podloza agarowe z krwig i pod-
toza MeConkeya, Odezytow dokonywano po 24 godzin-
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nej inkubacji w temperaturze 37°C. Do zakazenia zwie-
rzgt uzyto szczepu E. coli O8:K87, K88 izolowanego z
przypadkéw kolibakteriozy prosiat, ktéry otrzymano
7z Zaktadu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii. Pro-
sieta doswiadczalne i kontrolne zakazano 18 godzinng
hodowlg bulionows, podajac po 0,5 ml wymienionego
serotypu w 10 godzin po urodzeniu tj. po 3 karmie-
niu siarg.

Surowice diagnostyczng antly E. coli dla antygenow
OK przygotowano oraz agulatynacje szkietkowg wy-
konywano wg techniki podanej przez Sojke (17).

Probki siary i mleka pobierano w okresie porodu,
a nastepnie 1, 2, 4, 14 i 20 dnia po porodzie. Serwatke
siary i mleka otrzymywano po uprzednim odtluszcze-
niu i wytrgceniu kazein roztworem podpuszezki
1:10 000. Oznaczano bialko calkowite i jego frakcje.

Aktywnosé bakteriocydng surowicy krwi prosiat w
stosunku do uzytego szczepu E. coli okre§lano w obje-
tosci 0,2 ml metoda plytkowg bez dodatku komple-
mentu egzogennego wg Barta i wsp. (3). Biatko calko-
wite oznaczano metoda biuretows. Poszczegélne frak-
cje bialkowe oznaczano dokonujgc rozdzialu elektro-
foretycznego i wyliczajac ich stezenie z biatka calko-
witego.

Wyniki

Cechy mikroklimatu pomieszczen byly nas-
tepujace: S$rednie temperatury maksymalna i
minimalna w pomieszczeniach dla maciory dos-
wiadczalnej i kontrolnej bylv podobne (+21°C
i +20,3°C, +18,7°C i +17,4°C). Wspéblczynnik
ochladzania wynosit §rednio 5,38 mcal/cm?/sek.,
a wilgotno§¢ wzgledna 82,66% w pomieszcze-
niach doswiadczalnych, w pomieszczeniu kon-
trolnym wspélczynnik ochladzania wynosit 5,25
mcal/cm?/sek., wilgotno$¢ wzgledna 82,13%.

Poziom bialka calkowitego w serwatce siary
maciory dos$wiadczalnej w dniu porodu
(19,69 g/100 ml) byt bardzo zblizony do war-
to§ci stwierdzonej u maciory kontrolnej (19,63
/100 ml). Juz w drugim dniu po porodzie roz-
poczynal sie spadek poziomu bialka calkowi-
tego serwatki siary, przy czym byl on wigkszy
u maciory do$wiadezalnej (9,22 g/100 ml wobec



