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Skłod chemiczny plozmy nosienio zwierzql
o sion ukłodu rozrodczego
Z rnstytrrtu Fizjologii i Biochemii zwierząt AR-T W O],sztynie

Obecnie stosowane metody oceny nasienia, a
pośrednio równiez stanu męskiego układu roz-
rodczego, oparte są głównie na określaniu
wskaźników jakości nasienia oraz sporadycznie
na badaniach niektórych testów metabolizmu
jak: indeks fruktolizy, współczynnik zużycia
tlenu.

Zaburzenia płodności prawie zawsze rozwijają
się przy ustalonym zespole objawów klinicz-
nych, przy czym mogą towarzyszyć im zabu-
rzenia w zapłodnieniu komórki jajowej, których
przejawem jest powtarzanie cyklu płciowego,
Charakterystyczną cechą natomiast iriepłodnoś-
ci bezobjawowej iest niemożIiwość ustalenia
przyczyny oraz.objawów patognostycznych; je-
dynym objawem w tych przypadkach jest nie-
skuteczność unasieniania, Główną przyczyną
nierozpoznawania czynników etiologicznych oraz
objawów niepłodności bezobiawowei stanowi
niedoskonałość metod badania klinicznego, bio-
logicznego i laboratoryjnego.

Obok poznanych już zaburzeń biochemicz-
nych w samych komórkach płciowych (obnize-
nie lub zwiększenie DNA, zmiany biochemicz-
ne w akrosomie) wywołanych zarówno czynni-
kami genetycznymi jak również zmianami pod-
klinicznymi w nabłonku rozrodczym, w ostat-
nim okresie dużą uwagę zwraca się na plazmę
nasienia, Jej szczególna funkcja biologiczna w
rozrodzie, kontrola hormonalna syntezy jej
składników chemicznych pochodzących prawie
ze wszystkich części układu rozrodczego, po-
zwalają traktować plazmę nasienia jako bioche-
miczny kompleks wydzielin tego układu. Ak-
tywność wydzielnicza dodatkowych gruczołów
płciowych i jąder korelują z ich stanem fizjo-
Iogicznym.

Metodlł badań I h plazmy nasienia
oparte są o jakości we analizy poszcze-
gó].nych składników Podzielić je można
na:

1. ogólne testy biochemiczne, polegające na oznacze-
niu zawartości okreśIonych substancji chemicznych w
pIazmie,

2. biochemiczne metody badania białek,
3. immunoIogiczne analizy białkowych składników

plazmy.
Spośród cznychprzydatne układu

należy: te wego, trtolnych az test
Testy kwasu cytrynowego i fruktozy (t0) znalazły za-

stosow-anie w klinicznych przypadkach schorzeń na-
lządów płciowych. Wykazano między innymi, że p,-ze-
rost lub rak prostaty korelują ze spadkiem zawartości
kwasu cytrynowego w plazmie nasienia (12). Mann
i wsp. (11) stwierdzili natorniast szybki spadek po-
ziomu kwasu cytrynowego i fruktozy 11, plazmie na-
sienia przy stanach zapalnych jąder. Terapia antybio-
tykowa w tych przypadkach powodowała nie tylko
powrót narządu do normalnej funkcji, ale również
powrót do normy zawartości fruktozy i kwasu cytry-
nowego. Podobne zmiany u człowieka zaobser,"lrowali
Eliasson i wsp. (6) w przypadkach stanów zapalnych
prostaty i gruczołów pęcherzykowych.

W ostatnich latach dużą uwagę przywiązuje
się do obecności w pJ.azmie nasienia wolnych
aminokwasów. Wyjaśniono mianowicie, że za-
równo spermatogeneza jak równiez dojrzewanie
i ochrona plemników w najądrzu przebiega
przy znacznej koncentracji wolnych aminokwa-
sów, spośrod których olbrzymią rolę odgrywa
kwas glutaminowy, syntetyzowany w kanali-
kach nasieniotwórczych (16). Pionierzy badań
nad wolnymi aminokwasami w plazmie nasie-
nia zwierząt Hopwood i Gassner (7) wskazali
na wyraźną korelację poziomu kwasu glutami-
nowego w plazmie nasienia buhaja z dojrzałoś-
cią układu rozrodczego.

Wprowadzenie do praktyki metody elektrochroma-
tografii wysokonapięciowej (13) lub analizy przy po-
mocy automatycznych analizatorów aminokwasów,
pozwoli zastosować test wolnych aminokwasów jako
rvskaźnik stanu fizjologicznego układu roztodczego a
zaIazerr' jakości ejakulatu.

Kwas sjalowy z kolei, wydzielany głównie przez
El"Llczoły pęcherzykowe i najądrza, znajduje się pod
kontrolą hormonu testosteronu (9), miany jego za-
wartości koreluje z dojrzałością pł ową osobników
męskich (15). W śrvietle naszych badań jest on jednym
z podstawowych składników chemicznych plazmy i
warunkuje właściwości biochemiczne białek plazmy
(23,24). Test kwasu sjalowego może mieć dużą wartość
diagnostyczną dla śledzenia nasilenia procesów cho-
robowych narządów rozrodczych (24) oraz kriobioche-
micznych zmian w przechowywanym nasieniu (22),

Gatunkowe rożnice w składzie chemicznym
plazmy oraz miejsca syntezy poszczególnych
składników w układzie rozrodczym pozwalają
wykorzystać niektóre analizy biochemiczne do
zlokalizowania procesu chorobowego w obrębie
narządu rozrodczego. U człowieka na przykład
wydzielinę prostaty cechuje duże stężenie kwa-
su cytrynowego i wysoka aktywność kwaśnej
fosfatazy. Dla wydzieliny gruczołów pęcherzy-
kowych charakterystyczny jest wysoki poziom
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fruktozy. Ejakulaty azoospermiczne, pozbawio-
ne fruktozy Iecz posiadające podwyższoną ak-
tywność kwaśnej fosfatazy i wysokie stężenie
kwasu cytrynowego, wskazywać mogą na nad-
mierną proporcję wydzielin prostaty i schorzeń
tego gruczołu. Inną osobliwością ejakulatu czło-
wieka i zwierząt jest wysoka koncentracja pro-
staglandyn. Spośród 30 prostaglandyn stwier-
dzonych w plazmie człowieka i tryl<a, PGE1
i PGE2 są dominującymi (5).

Żrodłem prostaglandyn \M nasieniu są gru-
czoły pęcherzykowe. Zaburzenia funkcji wy-
dzielniczych tych gruczołów korelują ze zmia-
nami aktywności pobudzającej skurcz mięśni
gładkich narządów płciilwych samicy przez plaz-
mę naslenta.

Interesującą cechą aktywności wydzielniczej
męskiego układu roT:odczego jest to, że w wie-
Iu przypadkach organy uwazane przez anato-
mów jako ,,homologiczne" różnią się wyraźnie
składem chemicznym ich wydzielin. Szczegól-
nym tego przykładem jest układ rozrodczy knu-
ra. Jego cechy charakterystyczne to:

1. wysoka zawartośc glicerofosfocholiny, hy-
potauryny w najądlzach,

2. występowanie ergotioneiny, inozytolu i
kwasu cytrynowego w gruczołach pęcherzyko-
wych,

3. produkcja przez gruczoły Cowpera sjalo-
proteidów, zawierających około 260ń kwasu sja-
J.owego.

Ana],iza tych substancji w plazmie knura do-
starczyc moze bardzo szybko jakościowych
wskaźników stanu całego układu rozrodczego
i poszczegolnych jego odcinków.

Osobnym problemem badawczym w zastoso-
waniu do oceny stanu fizjolcgicznego męskiego
układu rozrodczego są badania nad białkami
plazmy nasienia, Śyntbtyzowaie pod kontrolą
horrnonów płciowych w dodatkowych gruczo-
łach płciowych i jądrach stanowić mogą ważną
informację o stanie czynnościowym narządów
rozrodczych (2, 3, 4, l9, 20, 25). Heterogenność
białek plazmy, podatność na zmiany ilościowe
w zależności od stanu układu rozrcCczego wska-
zuJą na mozliwość zastosowania nowoczesnych
metod biochemicznych badania białek dla diag-
nozowania i lokalizacji procesu chorobowego
toczącego się miejscowo w narządzie rozrod-
czym (ryc. 1). Wymienić należy przydatne do
tych celów metody elektroforezy niskonapięcio-
wej w róznych nośnikach oraz sączenia na że-
lach Sephadex.

Specyficzność enzyrnatyczr'a plazmy nasienia
ulvarunkowana jest między innymi funkcją wy-
dzielniczą jąder i poszczegóInych gruczołów
płciowych. Przykładowo, źródłem aminotrans-
feraz w plazmie nasienia są najądrza i gruczoły
pęcherzykowe (1) natomiast dehydrogenazy mle-
czanowej oraz fosfatazy alkalicznej i kwaśnej -głównie najądrza (14).

Zależność hormonalna i genetyczna syntezy
enzymów w narządach rozrodczych, związanie
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całkowitej aktywności niektórych z nich z p),az-
mą nasienia, stworzyły możliwość wykorzysta-
nia badań enzymatycznych plazmy dla oceny
stanu czynnościclwego układu płciowego a na-
rvet poszczególnych jego odcinków.

Niezmiernie pomocnymi mogą być analizv
zmtan aktywności rożnych form molekr-rlarnych
enzymów tzw. izoenzymów. Istnienie takich
forrn, rożniących się strukturą 4-rzędową, ale
wyrażających ten sam typ aktywności katali-
tycznej jest charakterystyczne takze dla plazmy
nasienia zwierzert. Obecność ich w białkach
plazmy wiąże się z całym szeregiem aspektów
pierwotnie genetycznych jak i późniejszych
funkcjonalnvch.

Ryc. I Zmiany proteinogramór,v plazmy nasienia tryka
,,łr stanach zapalnych jąder i najądL-zy

objaśnienia: (wykfes densitometryczny na aparacie vitatron
Manual TLD 100): A: normospermia, B :stan patoloBlczny.

Izoenzymy rożntą się właściwościami fizycz-
no-chemicznymi, co dostosowuje ich funkcję do
potrzeb metabolicznych nasienia w zależności
od loka]izacji (plemnik, plazma nasienia), Przy-
kładem są formy dehydrogenazy rnleczanowej
(LDH), dehydrogenazy jabłczanowej (MDH) oraz
fosfatazy alkalicznej i kwaśnej. Fosfataza alka-
liczna plazmy występuje np. v/ 2-3 formach
izoenzyrnatycznych. których zarówno ruchliwość
elektroforetyczna jak i właściwości katalityczne
uzależnione są od obecności kwasu sjalowego
(23).

Zniany izoenzymatycznych form plazmy na-
sienia są typowym przykładem epigenetycznych
modyfikacii struktur białkowych, spowodowa-
nych warunkami środowiska. Modyfikacje te
polegaią zapewne między innymi na: delecji
części łańcucha peptydowego, zmianach poten-
ciału oksydoredukcyjnego a także na przyłącze-
niu drobnocząsteczkowych związków do enzy-
mu. Zwłaszcza zmiany pr zepuszczalności barier
tkankowych znrienionego chorobowo narządu
rozrodczego sprzyjaią powstawaniu zmian de-
gradacyjnych form molekularnych białek en-
zymatycznych plazmy.
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Jako typowe przykłady zaburzeń form mole-
kularnych białek plazmy lr'ożna wymienić:

1. zmiana profilu izoenzymow LDH w przy-
padku stanów zapalnych narządu rozrodczego
oraz uszkodzeń morfologicznych plemnika (ryc.
2).

2. zaburzenia ruchliwości elektroforetycznej
form izoenzymatycznych fosfatazy alkalicznej
w stanach chorobowych narządu rozrodczego,
wyrażających się między innymi wzrostem po-
ziomu kwasu sjalowego w pJ.azmie,

3. wzrost aktywności formy mitochondrialnej
MDH zwłaszcza przy necrospermii i teratosper-
mll.

lo0oo

Ryc. 2. Zmiany profilu izoenzymów LDH plazmy
nasienia tryka w 

"""x"ŁJ:!"Jogicznych 
układu roz-

objaśnienia: (Wykres densitometryczny na aparacie Vitatron
Manual TLD 100): A = normospermia. B: Stan patologiczny.

Stosunkowo łatwe opanowanie technik specy-
ficznych reakcji histochemicznych oraz metod
elektroforezy niskonapięciowej w zelach stwa-
rza możliwość szerokiego zastosowania badań
izoenzymów plazmy nasienia jako metody ru-
tynowej w Zakładach Higieny Weterynaryjnej.

Odrębnośc immlrnologiczna białek plazmy na-
sienia wynika z obecności rv męskim układzie
rozrodczym dwóch tkankowo swoistych syste-
mów antygenowych:

systemu antygenowego jąder, najądrzy i plem-
ników (26) oraz systemu antygenowego tkanek
gruczołów dodatkowych i plazmy nasienia (17,
1 B).

Immunologiczne podłoże zaburzeń płodności
jest spowodowane między innymi przeciwcia-
łami w stosunku do białek atrtygenowyc}r dodat-
kor,rlvch gruczołów płcirlwych. charaktcrystycz-

ną cechą tych zaburzeń są zmiany mozaiki an-
tygenowej plazmy jako wynik podwyższenia
Iub obnizenia poziomu frakcji białkowych z
równoczesnym pojawieniem się frakcii patolo-
gicznych a zarazem labilnych (2, 79, 20, 2I, 24).
Najbardziej . przydatnymi metodami do badań
rutynowych i pomocniczych, stosowanych przy
rozpoznawaniu i rokowaniu w procesach toczą-
cych się w obrębie narządu rozrodczego okaza-
ły się metody podwójnej dyfuzji w agarze wed-
ług Ouchterlony oraz metoda immunoelektrofo-
rezy.

Przedstawione tylko niektóre praktyczne as-
pekty obserwacji składników chemicznych plaz-
my nasienia wskazują na duże możliwości okreś-
lania stanu czynnościowego narządów rozrod-
czych. Należy podkreślić, że jedynie komplek-
sowe zastosowanie wymienionych metod i zróż-
nicowany zestaw badanych substancji chemicz-
nych plazmy, w powiązarlu z objawami klinicz-
nymi narządu rozrodczego, mogą decydować o
poprawności rozp oznan ia pr zy czyny niepłodnoś-
ci męskiei.

Często bowiem otrzymane wyniki analiz sub-
stancji chemicznych obejmować mogą nie tylko
składniki występujące w normalnej wydzielinie
gruczołów dodatkowych ale także składniki sa-
mych plemników. Dotyczy to zwłaszcza białek
enzymatycznych. Dla przykładu Harrison i
White (B) wykazali, ze plemniki i kropla cyto-
plazmatyczna uwalniają do plazmy enzymy
glikolityczne w przypadku szybkiego schłodze-
ńia nasienia od 30o do OoC. Nasze obserwacje
(dane niepublikowane) dotyczące aktywności
aminotransferaz nasienia knura, wskazują na
,,przecieki" enzymów, zwłaszcza GOT z plem-
ników do plazmy nasienia, w wyniku inkubacji
nasienia w niskich temperaturach.

Zjawiska te, którym tawarzyszy wzrost ak-
tywności enzymów w plazmie wpływać mogą
na obniżenie zdolności zapładniającej plemni-
ków. Problemami wpływu niskich temperatur
na struktury chemiczne plemnika zajmuje się
coraz bardziej dynamicznie i wszechstronnie
nowa dziedzina biochemii rozrodu tzw. kriobio-
chemia nasienia.

Należy przypuszczac, że wzajenne oddziałv-
wanie struktur chemicznych wydzielin gruczo-
łów dodatkowych i plemników stanowi istotę
molekularnych podstaw mechanizmu niepłod-
ności męskiej i patogenezy chorób układu płcio-
wego. Wynika stąd potrzeba dokonywania okre-
sowych analiz niektórych składników chemicz-
nych nasienia i wprorvadzanią do laboratoriów,
zajmujących się praktycznymi problemami roz-
rodu, rutynowych metod biochemicznych.

Nasze sugestie w tym względzie oparte są o
doświadczenia laboratoriów zarówno krajowych
jak i zagranicznych.
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WOJCIECH RADOMIŃSKI, JAN ZMUDZIŃSKI, ZDZISLAW ŚWIĄTEK

Ogólnie wia,domo, że warunki utrzymania
macior w okresie ciąży wpływają na zdrowo-
tność prosiąt po urodzeniu. Wyniki dotycłrcza-
sowych badań wykazały wpływ niekorzystnych
warunków utrzymania macior na fesorpcję bia-
łka siary i gamma globulin siat,y z pt,zewodu
pokarmowego prosięcia noworodka, co powodu-
ie stan hipoproteinemii i hipogammaglobuline-
nTii (25.) Jak wskazują liczni autorzy, u prosiąt
takich znaczmie częściej występują zakażenia
drobnoustrojami warunkowo chorobotwórczy-
mi, które są przyczyną dość znacznych strat
ekonomicznych (2, 3, 4, 5, B, 9, 10, l5, 20, 23,
24, 25). Porrieważ zwierzęta nie zawsze są ho-
dowane w optymalnych warunkach środowi-
skowych, celem pracy było przebada,nie wraż-
Iiwości na eksperymentalne zakażenie drobno-
ustrojami E. colż prosiąt pocho,dzących o,d ma-
cior poddawarrych w drugiej połowie ciąży
stresorvi niepokojenia.

Mat,eriał i nretody

Badania przeprowadzono na 22 prosiętach pochodzą-
cych od dwóch macior pierwiastek. Grupa doświad-
czalna liczyła B prosiąt o średniej wadze w dniu uro-
dzenia 1,28 kg (1,21-1,35 kg). w grupie kontrolnej
było 14 prosiąt o średniej wadze 0,84 ke (0,55-1,06 kg).

Stres niepokojenia maciory doświadczalnej oraz po-
mialy mikroklimatu pomieszczeń przeprowadzono po-
dobnie jak rł, pracy Źmudzińskiego i wsp. (26). Krerv
od prosiąt doświadczalnych i kontrolnych pobierano \\,
następującym porządlru: tuż po urodzeniu, 2, 3, 10. 16
i 21 dnia po urodzeniu. Badanie bakteriologiczne krrvi
wykonywano posiewając 0,25 m1 próbki na agat 7
krrvią rvg McConkeya. Surorvice do badania uz)zski-
wano w ciągu 3-4 godz. od chr,vili pobrania próbek
krrł,i i przechowvwano w temperaturze - 30oC. Ozna-
czano aktyrł,ność bakter-iocydną, białko całkorvite oraz
poszczególne llakc.je białliorł,e. Wymazy z pt,ostnicy
pr,rlsią1 olltt 5;l,tr1; ptllliel,ut,lo rv następtrjtlt,c.i liolcjnośc) :

p() ;j goclz. a rlastep1,lie 2, 3 i B cltria po zaktlżetliu.
Wy1-lrazy tvysie\t,ano tra pclclłoża agarow(, z J<rrvii1 i potl-
łrlźa I\lIcColllit,vll C)rlczyttiu, dtlJ<ilnlrrt,itno prl 24 goc17_j]1-

i]B

nej inkubacji w temperaturze 37oC, Do zakażenia zwie-
rząt użyto szczepu E. coli OB:K87, K88 izolowalego z
plzypadków kolibakteriozy prosiąt, który otrzymano
z Zakładl Mikrobiologii Instytutu Weterynarii, Pro-
sięta dośrviadczalne i kontrolne zakażano 18 godzinną
hodowlą bulionową, podając po 0,5 ml lvymienionego
serotypu lł, 10 godzin po ul,odzeniu tj po 3 karmie-
nlu slafą.

Surowicę diagnostyczną anty E. coli dla antygenóiv
OK przygotowano oraz agulatynację szkiełkową wy-
l<onywano wg techniki podanej pt,zez Sojkę (17),

Próbki siary i mleka pobiefano w okresie porodu,
a następnie 7, 2, 1, 14 i 20 dnia pcl porodzie. Selrvatkę
siary i mleka otrzymywano po uplzednim odtłuszcze-
niu i wytrąceniu kazein roztworem podpuszczki
1:10 000. Oznaczano białko całkowite i jego frakcje.

Aktywność bakteriocydną surowicy krr,vi prosiąt w
stosunku do użytego szczepu E. coli określano rł, obję-
tości 0,2 ml metodą płytkorłlą bez dodatku komple-
mentu egzogennego wg Barta i wsp. (3). Białko całko-
wite oznaczano metodą biuretową. Poszczególne frak-
cje białkowe oznaczaDo dokonując rozdziałl elektro-
foretycznego i wyliczając ich stężenie z białka całko-
witego.

Wyniki
Cechy mikroklimatu pomieszczeń były nas-

tępuiące: średnie temperatury maksymalna i
minimalna w pomieszczeniach dla maciorv doś-
wiadczalnei i kontrolnei byłv podobne (+21oC
i +20,SoC, +1B,7oC i +17,4@c). Współczvnnik
ochładzania wynosił średnio 5.38 mcal/cm2/sek.,
a wilgotność względna 82,660lo w pomieszcze-
niach doświadczalnych, w pomieszczeniu kon-
trolnvm współczynnik ochładzania wvnosił 5,25
mcal/cm2/sek,, wilgotność względna B2,130ń.

Poziom białka całkowitego w serwatce siaTy
maciory doświadczalnej w dniu porodu
(19,69 9/100 m1) był bardzo zbliżony do war-
tości stwierdzonej u rnaciory kontrolnei (19,63

9/100 m1). .Juz w drugim dniu po porodzie roz-
poczVnał się spade.ł pozionru bialka całkoł^71-
tt,go Serwatki siar-v, ptz,y cz,yln był orr WiękSZy
u nacjrll,v cloświadcztrlne,i (9.22 g/l0() nl1 wobec

Stres niepokojenio ciężornych mocior o podotność
prosiqt no doświodczolne zokożenie E. coli

Z Placowni Badania cho.rób Młodych ZwieIZąt Instytutu Weterynarii w Pula§,ach


