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Fosfataza alkaliczna (EC 3.1.3.1: fosfohydrola-
za monoestréw ortofosforanowych) nalezy do
enzymoéw obecnych prawie we wszystkich ko-
morkach poszezegolnych narzadéw, w tym row-
niez w ukladzie rozrodezym. Istnieje jednak wy-
razne zroznicowanie tkankowe z uwagi na ak-
tywnos¢ tego enzymy. Najwyzsza aktywnosc
fosfatazy alkaliczne] stwierdzono w blonie §lu-
zowej jelita cienkiego, Yozyska i gruczole mleko-
wym, nieco nizszg w tkankach: nerkowej, kost-
nej, plucnej, watrobowej oraz $ledzionie. Naj-
nizsza aktywnos$¢ enzymu charakteryzuje Scieg-
na i tkanke lgczng (26).

Fosfataze alkaliczng, cze$ciowo lub calkowicie
oczyszezong, izolowano miedzy innymi z suro-
wicy krwi czlowieka (4), lozyska kobiet (25), je-
lita cienkiego szczura, myszy i konia, oraz dwu-
nastnicy kury (9, 13, 16, 34, 45), watroby konia
(9), mleka krowy (32) a takze nerki §wini i by-
dla (1, 2, 11, 54). Uzyskane wyniki badan odno$-
nie ich wlasciwosci fizykochemicznych i bioche-
micznych wskazujg na heterogenna budowe fos-
fatazy alkaliczne]. Heterogennoéé ta uwarunko-
wana jest glownie réznym poziomem zwigzane-
go z biatkiem kwasu sjalowego. Kwas sjalowy
wywiera decydujacy wplyw na ladunek elektro-
statyczny enzymu a tym samym na zroznicowa-
na ruchliwosé elektroforetyczng poszczegolnych
form molekularnych (3, 26, 29, 46, 53).

Fosfataza alkaliczna aktywowana jest gléwnie
jonami magnezu (2, 3, 15, 27, 37, 53) oraz innymi
dwuwartosciowymi kationami jak Co?t, Mn2*,
Ca2". Aktywujacy efekt poszczegoélnych jonow
uwarunkowany jest tkankowym zrodlem enzy-
mu (11, 12, 28). Swoistym niekompetycyjnym
inhibitorem fosfatazy alkalicznej jest L-feny-
loalanina. Inhibitor ten w réznym stopniu hamu-
je aktywnosé enzymu, w zaleznosci od jego po-
chodzenia tkankowego. Wrazliwo$é¢ na L-feny-
loalanine poszczegélnych fosfataz tkankowych
ma duze znaczenie w badaniach klinicznych
i diagnostycznych.

Mimo wielu wspélnych cech biochemicznych
fosfatazy alkalicznej z poszczegoélnych tkanek
wykazuje ona réwniez swoiste wlasciwosci, obej-

mujace miedzy innymi: ruchliwo$¢ elekrofore- "

tyczna, wrazliwo$é na temperature, dzialanie
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neuraminidazy, wplyw aktywatorow i inhibito-
row, budowe czeSci biatkowej oraz zawartosé
kwasu sjalowego i optima pH.

Tkanki wydzielnicze i plyny zenskiego i me-
skiego ukladu rozrodzczego charakteryzuje wy-
soka aktywno$§¢ fosfotazy alkalicznej. Stosun-
kowo dobrze znane sa wlasciwosci biochemiczne
fosfatazy lozyska i macicy (3, 17, 44, 52, 59).

Fosfataza lozyskowa, podobnie jak izoenzymy
watrobowe oraz nerkowy i kostny, nalezy do sja-
loprotein. Rozni sie od nich wiekszg termosta-
bilnoécig oraz oporncscig na dzialanie mocznika.
Nawet 8 M stezenie mocznika nie powoduje
spadku aktywnosci enzymu. Jest to zapewne
adaptacyjnie uwarunkowana wlasciwos¢, zabez-
pieczajaca dzialanie fosfatazy alkalicznej w sro-
dowisku o wysokim stezeniu mocznika w wo-
dach plodowych a zwlaszcza w plynie omocznio-
wym. Podstawowsg funkceja fosfatazy fozyskowe],

-wydaje sie, jest jej udzial w transporcie skladni-

kéw pokarmowych, w tym gléwnie cukréw, po-
przez lozysko z krwi matki do plodu. Oznaczanie
aktywnos$ci izoenzymu lozyskowego w surowicy
krwi ma duze znaczenie diagnostyczne. W suro-
wicy krwi kobiet ciezarnych izoenzym lozysko-
wy pojawia sie od drugiego miesigca cigzy. Ak-
tywnos¢ tego izoenzymu wzrasta systematycznie
wraz z rozwojem plodu (3). Brak tych prawidlo-
woécl w zmianach aktywnosci wskazuje na pa-
tologie cigzy (44, 52). Po porodzie aktywnosé izo-
enzymu lozyskowego w surowicy krwi gwattow-
nie spada i zanika. Fosfataza lozyskowa jest w
znacznym stopniu hamowana przez L-fenyloala-
nine. Stezenie b mM tego inhibitora hamuje ak-
tywno$é enzymu w 60—80% (17, 55).

Kerr i Waisman (cyt. za 11) sugerujg, ze L-fe-
nyloalanina jest aktywnie transportowana z
krwi matki poprzez lozysko do ptodu. Wysokie-
mu poziomowi L-fenyloalaniny w krwi matki to-
warzyszy obnizenie aktywnosci fosfatazy alkali-
cznej w mézgu plodu, co wedlug autoréw jest
glownag przyczyng opdéznionego rozwoju umysfo-
wego noworodka.

Zainteresowanie ludzks lozyskowg fosfatazg
alkaliczng wzroslo szczegodlnie, kiedy stwierdzo-
no w przebiegu raka pluc obecnosé¢ fosfatazy al-
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kalicznej, zblizonej wlasciwosciami do formy lo-
zyskowe]j, zarowno w komodrkach nowotworo-
wych, jak i surowicy krwi (18, 19). Od nazwiska
pacjenta nazwano ja izoenzymem Regana.

Nakayama i wsp. (35) oraz nieco pdzniej Aki-
yuki (3) stwierdzili w przypadkach raka zolgdka
wystepowanie w surowicy krwi pacjentow innej
formy fosfatazowej, tak zwanego izoenzymu Na-
gao. Izoenzym ten, w odréznieniu od izoenzymu
Regana, jest hamowany réwniez przez L-leucy-
ne.
Badania Inglisa i wsp. (30) wykazaly, Zze izoen-
zym Nagao jest rzadko wystepujaca odmiang
fenotypu — D normalnej fosfatazy lozyska.

Inne wladciwosci biochemiczne posiada fosfa-
taza alkaliczna macicy (55). Stwierdzono miano-
wicie, ze pomimo cyklicznego wzrostu poziomu
tego enzymu w macicy w poszczegdélnych fazach
cyklu plciowego oraz zmiennej aktywnosci w
réznych odcinkach macicy, istnieje tylko jedna
forma molekularna tej fosfatazy. Fosfataza ma-
cicy jest hamowana przez dezoksycholan sodu.
Natomiast L-fenyloalanina przy 5 mM stezeniu
hamuje aktywnosé enzymu w okoto 30% w fazie
pecherzykowej i lutealnej (55). Mocznik juz w
stezeniu 3 M calkowicie hamuje aktywnos¢ enzy-
-mu. Wymienione wladciwosci odrézniajg fosfata-
ze macicy od formy lozyskowej.

Oznaczanie aktywnoéci fosfatazy alkaliczne]
w surowicy krwi moze mieé duze znaczenie w
diagnostyce stanu czynnosciowego macicy. Bal-
bierz i wsp. (7) oraz Nowacki (36) stwierdzili
wzrost poziomu alkalicznej fosfatazy w surowi-
cy krwi suk w przebiegu schorzen narzadéw rod-
nych, typu endometritis i ropomacicze. Nato-
miast Pivko 1 wsp. (39) oraz Golovko i Ravilov
(21) wykazali wzrost poziomu alkalicznej fosfata-
zy W macicy, jajowodach i jajnikach loch pod
wplywem wzrastajacych dawek iniekcyjnych
PMS, HCG oraz Grawignostu. Wydaje sie, ze
okreslanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej mo-
ze byé dodatkowym wskaznikiem okreslajgcym
faze cyklu plciowego.

Funkcja fosfatazy alkalicznej w tkankach i
wydzielinach meskiego ukladu rozrodzczego nie
jest w pelni wyjasniona. W rozwoju zarodko-
wym fosfataza alkaliczna jest wyraznym wskaz-
nikiem pojawiania sie komoérek plciowych (31).
Zapewne enzym ten odgrywa istotng role w me-
tabolizmie nablonka plciowego jadra. Aktyw-
nos¢ fosfatazy alkalicznej posiadaja réwniez na-
jadrza, spelniajace wazne funkcje w procesie
dojrzewania plemnikéw. Przypuszczalnie fosfa-
taza akaliczna bierze udzial w przemianach bia-
lek fosfolipidowych dojrzewajgcych plemnikow
oraz ich blony komoérkowej.

Gordon i Dandekar (22, 23) stosujac metody
histochemiczne wykazali aktywnosé¢ fosfatazy
alkalicznej w blonach komoérkowych plemnikéw
z ogona najadrzy oraz plemnikow kapacytowa-
nych. Brak aktywnosci fosfatazy wykazaly blo-
ny plemnikow ejakulowanych. Autorzy sugeru-
ja udziat fosfatazy alkalicznej blony komorko-
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wej plemnika w procesie zaplodnicnia komorki
jajowej. Inaktywowana po ejakulacji fosfataza
ulegalaby miancwicie ponownej aktywacji w
procesie kapacytacji w zenskich drogach plcio-
wych plemnikéw. Jak wiadomo proces ten doty-
czy glownie proteolizy plazmowych inhibitorow
enzymow akrosomowych (24, 57). W nastepnym
etapie fosfataza alkaliczna blony komorkowej
kapacytowanego plemnika bierze udzial w tran-
sporcie jonoéw Ca?t do zewnetrznej blony akro-
somu, aktywujac w ten sposéb enzymy tej blo-
ny. Wynikiem tych reakcji biochemicznych jest
faza pecherzykowa blon akrosomalnych, charak-
teryzujgca sie wyciekiem enzymoéw proteolitycz-
nych, ktore aktywowane jonami wapnia dziala-
ja na biatkowe ostonki komorki jajowej.

Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej stwierdzono
rowniez w kropli cytoplazmatycznej plemnikow
niektorych ssakow (8, 33). Obecnosé biatka fos-
fatazowego w kropli wigze sie z udzialem w me-
tabolizmie glikogenu nablonka najadrzy, dostar-
czajgcego materialu energetycznego dojrzewa-
jacym plemnikom.

Wystepowanie fosfatazy alkalicznej w bial-
kach blony komodrkowej plemnikéw oraz jej u-
dzial w procesie zaplodnienia komorki jajowej
byio powodem podjecia badan nad heterogennos-
cia tego enzymu oraz lokalizacjg w innych struk-
turach plemnika. Badania wykazaly, ze w ek-
straktach plemnikéw znajduja sie 2—4 formy
molekularne fosfatazy alkalicznej. Profil tych
form wykazal duze zréznicowanie zaréowno u po-
szczegolnych osobnikow tego samego gatunku,
jak réwniez u poszczegdlnych gatunkdéw zwierzat
(9, 14, 38, 56). W przypadku plemnikow buhaja
obecnos¢ czterech form molekularnych byla
zwigzana z dobrymi wskaznikami jakosci ejaku-
latow i wysoka zdolnoscig zapladniajacg plemni-
kow (38, 06).

Obserwacje histochemiczne wykazaly, ze ak-
tywnos¢ fosfatazy alkalicznej zlokalizowana jest
gléwnie w postakrosomalnej czesci gltowki, szyj-
ce, wstawce i koncowej czesci witki plemnika (5).
Plemniki ptakéw posiadajg stabg aktywnosé fos-
fatazy alkalicznej, zlokalizowang w szyjce
i wstawce (6). Obecno$é bialek fosfatazowych na
powierzchni plemnika wskazuje na ich pocho-
dzenie z roznych odcinkéw meskiego uktadu roz-
rodczego. Wedlug badan Zilcova (58) w porow-
naniu z aktywnos$cig fosfatazy alkalicznej suro-
wicy krwi, poszezegolne odcinki uktadu rozrod-
czego tryka wykazywaly: 70-krotnie wyzszy po-
ziom enzymu w ekstraktach najadrzy, 150-krot-
nie wyzszy w ekstraktach jader oraz 40-krotnie
wyzszg aktywnosé¢ w plazmie nasienia. Plyny
sieci jadra oraz gruczolow pecherzykowych po-
siadaly aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej zblizo-
ng do surowicy krwi. W przypadku uktadu roz-
rodczego buhaja Glogowski (20) stwierdzil wy-
sokg aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej w glowie
najadrzy, plynie sieci i gruczoléw pecherzyko-
wych. Udzial wydzielin z poszczegolnych odcin-
kow uktadu rozrodezego decyduje zapewne o ga-
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tunkowych rdéznicach aktywnosci fosfatazowej
w plazmie nasienia. Nasze badania wskazuja, ze
najwyzszg aktywnosé fosfatazy alkalicznej po-
siada plazma nasienia knura a nastepnie tryka
i buhaja.

Niektorzy autorzy wigzg aktywnosé fosfatazy
alkalicznej w plazmie ze wskaznikami morfolo-
gicznymi nasienia i jego zdolnoscia zapladnia-
jaca. Miedzy innymi Roussel i Stallcup (43) wy-
kazal dodatnig korelacje miedzy aktywnoscig
enzymoéw w plazmie nasienia buhaja a procen-
tem ruchliwych plemnikéw i ujemna korelacja
z procentem plemnikow patologicznych. Nato-
miast Stallcup (47) stwierdzit dodatnia korelacje
miedzy aktywnoscig fosfatazy alkaliczne] w na-
sieniu a procentem niepowtarzalnosei u krow
oraz ujemng korelakcje z koncentracja plemni-
kow.

Stosunkowo mato wiemy o biochemicznych
wlasciwosciach fosfatazy alkalicznej obecnej w
plazmie nasienia zwierzat, zwlaszcza jezeli cho-
dzi o jej oczyszczong postac.

W ostatnich latach udalo sie nam dokonac izo-
lacji i oczyszczenia fosfatazy alkaliczne] z plaz-
my nasienia tryka i buhaja oraz ckre$li¢ wlasci-
wosci biochemiczne i immunologiczne tego enzy-
mu (20, 49).

Zardéwno fosfataza alkaliczna plazmy nasienia
buhaja jak i tryka wykazuja heterogennosc elek-
troforetyczna uzalezniong obecnoscig kwasu sja-
lowego. Desjalizacja komponentéw fosfatazo-
wych powoduje obnizenie ich aktywnosci
i zmniejszenie doanodowej ruchliwosci.

Formy molekularne fosfatazy alkalicznej plaz-
my nasienia buhaja sg aktywowane jonami mag-
nezu. Jony te we wspoéldzialaniu z kwasem sja-
lowym wplywajg na temperaturowa stabilizacje
biatek fosfatazowych. Formy molekularne fos-
fatazy plazmy nasienia wykazuja optima pH w
zakresie 10,9—11,2. Formy te charakteryzuje
struktura II rzedowa i zlozona budowa podjed-
nostkowa (di- lub trimery bialkowe z dodatko-
wo wystepujacg podjednostka o masie czestecz-
kowej 10—15 tys.).

Mimo wielu podobnych wlasciwosel kinetyez-
nych, poszczegélne formy molekularne roznig
sie powinowactwem do substratow oraz stopniem
hamowania aktywno$ci przez niektore inhibito-
ry. Odnosi sie to zwlaszcza do biatek fosfatazo-
wych plazmy nasienia buhaja.

Dla przykladu: dwie formy molekularne izolo-
wane z plazmy nasienia buhaja posiadajag zdecy-
dowanie wyzsze powinowactwo do p-nitrofeny-
lofosforanu anizeli do beta-glicerofosforanu. Je-
dnak w przypadku p-nitrofenylofosforanu ob-
serwuje sie duze zroznicowanie wartosci statych
Michaelisa (K,,) pomiedzy tymi formami. Podob-
ne zaleznosci obserwowano dla izolowanych
trzech form molekularnych fosfatazy alkaliczne]
plazmy nasienia tryka (49).

Na podkreslenie zasluguje zachowanie sie
komponentow fosfatazy alkalicznej plazmy na-
sienia wobec 3’-nukleotydéw. Obok zréznicowa-
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nego tempa hydrolizy tych substratow, pierwsza
forma o najwiekszej ruchliwosci elektrofore-
tycznej, zdecydowanie najszybciej hydrolizuje
cytydyno 3’—monofosforan (3'—CMP) zas II
forma, ponad 7.5-krotnie szybcie]j hydrolizuje
urydyno 3’—monofosforan (3’—UMP), w stosun-
ku do beta-glicerofosforanu.

Wyniki te $wiadcza, ze fosfataza alkaliczna
meskiego ukladu rozrodczego przejmuje funkcje
hydrolizy 3’'—nukleotydow, wspomagajac dzia-
lanie 5—nukleotydazy, ktére wysoka aktywnosé
w wydzielinach tego ukladu skierowana jest
glownie na 5'—nukleotydy (50, 51). Enzymy te
wspoéldzialaé mogs z systemem tkankowym nu-
kleaz, zwigzanych z procesami biosyntezy 1 de-
gradacji kwasow nukleinowych w spermatoge-
nezie lub dojrzewaniu i resorpcji plemnikow w
najadrzu. Réwniez stany patologiczne, spowodo-
wane niedroznoscig nasieniowcdéw charaktery-
zuje szybki rozpad kwaséw nukleinowych w usz-
kodzonych plemnikach. Fostataza alkaliczna
obok 5’-—nukleotydazy odgrywa zapewne w tym
procesie istotng role.

Nie bez znaczenia dla funkcjonowania ukladu
rozrodczego samca jest fakt réznej wrazliwos-
ci komponentéw biatkowych fosfatazy alkalicz-
nej na inhibitory.

L-fenyloalanina w znacznym stopniu hamuje
aktywno$é 1 formy moelekularnej fosfatazy alka-
licznej. Przy 5 mM stezeniu tego inhibitora ob-
serwowano prawie 90% spadek jego aktywnos-
ci, podczas gdy Il forma hamowana byla tylko
w 24%.

Fosfataza alkaliczna plazmy nasienia zwierzat
nalezy do enzymow szczegolnie wrazliwych na
dzialanie mocznika. Juz 3 M jego stezenie cal-
kowicie inaktywuje fosfataze plazmy nasienia,
jak rowniez formy molekularne. Stezenie 2 M
mocznika hamuje aktywnos$¢ biatek fosfatazo-
wych w 70—80%. Obserwacja ta moze mieé¢ du-
ze znaczenie praktyczne. Przy nadmiernym po-
ziomie mocznika w dawce pokarmowe] naste-
powac moze nie tylko inaktywacja fosfataz tkan-
kowych przewodu pokarmowego, ale réwniez u-
kladu rozrodczego. Do tego rodzaju zaburzen
moze dochodzié¢ zwlaszeza przy zmianach prze-
puszczalnosci barier tkankowych w stanach za-
palnych tego uktadu.

Nasze badania immunologiczne wskazuja na
antygenowy charakter fosfatazy alkalicznej u-
ktadu rozrodczego. Strzezek i Glogowski (49) za-
obserwowali w przypadku form molekularnych
fosfatazy alkalicznej plazmy nasienia tryka nie-
znaczne hamowanie aktywnosci po inkubacji ze
specyficznymi surowicami odpornosciowymi.
Jednakze obnizenie maksymalnej szybkosci hy-
drolizy p-nitrofenylofosforanu zbiegalo sie w
tych przypadkach z jednoczesnym wzrostem po-
winowactwa substratowego izolowanych form
molekularnych. Wskazywaloby to na duzg pla-
stycznoéé poszezegolnych form molekularnych
fostatazy alkalicznej ukfadu rozrodczego tryka.
Strzezek (48) obserwowal w przebiegu ekspery-
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mentalnego zapalenia jader tryka zmiany profi-
lu elektroforetycznego komponentéw fosfatazy
alkalicznej oraz tylko 30% spadek aktywnosci
tego enzymu w plazmie nasienia. Autor stwier-
dzil jednoczesnie ponad 70% spadek aktywnosci
fosfatazy kwasénej. zanik niektorych izoenzymow
dehydrogenazy mleczanowej oraz wzrost zawar-
tesci kwasu sjalowego i aktywnosci N-acetylo-
glukozoaminidazy.

Z powyzszych obserwacji wynikaloby, ze fos-
fataza alkaliczna meskiego ukladu rozrodczego,
w porownaniu do innych enzymoéw, jest w mia-
re dobrze chroniona przed aktywnoscia enzy-
miow proteolitycznych w stanach patologicznych.

Efekt ten jest znacznie lepiej widoczny w
przypadku ukladu rozrodczego buhaja. W na-
szych badaniach stwierdziliSmy bowiem brak
hamowania aktywnosci form molekularnych fos-
fatazy alkalicznej plazmy nasienia buhaja po in-
kubacji ze specyficzng antysurowica. Surowica
ta wywierala natomiast stabilizujacy efekt na
aktywno$¢ enzymu podczas diugookresowej in-
kubacji w temperaturze 50°C.

Biarac pod uwage udzial fosfatazy alkaliczne]
w degradacji nukleotydéw i metabolizmie estrow
fosforanowych, utrzymanie na odpowiednim po-
ziomie jej aktywnodci, zwlaszcza w przebiegu
procesu chorobowego ukladu rozrodczego, ma is-
tolne znaczenie. Towarzyszaca temu procesowi
intensywna synteza przeciwcial, na skutek zmia-
nv przepuszczalnosci biarier tkankowych tego u-
kladu, uzasadnia zapewne adaptacyjnie uwarun-
kowane zjawisko stabilizowania aktywnosci nie-
ktérych enzymow, w tym rowniez fosfatazy al-
kalicznej.

Przy zastosowaniu metod elektroforetycznych
i immunologicznych obserwowaliSmy zréznico-
wang heterogennosé¢ fosfatazy alkalicznej w po-
szczegolnych odcinkach ukladu rozrodczego bu-
haja. Pozwolilo to na przedstawienie glownych
miejsc tkankowej syntezy poszczegoélnych form
fosfatazowych, obecnych w plazmie nasienia.
Badania Glogowskiego (20) wykazaly, ze pod-
stawowym miejscem syntezy, wolno wedrujacej
w elektroforezie, II formy molekularnej sa jadra
i gruczoly pecherzykowe. Natomiast najszybcie]
wedrujaca do anody I forma, syntetyzowana jest
przez najadrza a zwlaszcza ogon najgdrza. Taka
Jokalizacja narzadowa warunkuje niektore wlas-
ciwosci biochemiczne tych form.

Badania kinetyczne wykazaly istotng role kwa-
su sjalowego w aktywnosci I formy molekular-
nej. Najadrze, a zwlaszcza ogon najadrza charak-
teryzuje sie wysokim poziomem kwasu sjalowe-
go (40, 41, 42). Mozna przypuszczac, ze z uwagi
na funkcje ogona najadrzy jako gldwnego ma-
gazynu plemnikéw a zarazem miejsca degrada-
cji starzejacych sie komoérek plciowych, obec-
noéé formy fosfatazowej o wysokiej aktywnosci
enzymatyczne] wydaje sie by¢ szczegdlnie uza-
sadniona.

Odpowiedni udzial wydziclin poszezegbdlnych
odeinkéw ukladu rozrodezego w ejakulacie de-

cydowaé moze o zréznicowanej aktywnosci fos-
fatazy alkalicznej w nasieniu poszezegolnych bu-
hajow. Z naszych obserwacji wyniki, ze II for-
ma fosfatazy alkalicznej dominuje w ogdlnej pu-
Ii aktywnosci tego enzymu w plazmie nasienia.
Mozna przypuszezac, ze aktywnosé tej formy w
plazmie moze by¢ nie tylko wskaznikiem szyb-
kosci metabolizmu estrow fosforanowych, ale
takze stanu fizjologicznego gruczolow pecherzy-
kowych. Z kolei aktywnosé¢ 1 formy wskazywaé
moze na stan funkcjonalny najadrzy buhaja.
Okrescwe badanie aktywnoéci tych form w plaz-
mie buhaja moze mieé¢ duze znaczenie diagno-
styczne.

Reasumujgc — fosfataza alkaliczna nasienia
zwierzat wystepuje w dwdéch lub trzech formach
molekularnych. Formy te w meskim ukladzie
rozrodezym zwigzane sg badz z blonami komor-
kowymi tkanek poszczegélnych narzgdow badz
tez. z plemnikami. Zroznicowane wiasciwosci ki-
netyezne poszezegolnych form fosfatazy alkalicz-
nej wskazuja na duze zdolno$ci przystosowaw-
cze dozmiennych warunkéw katalizy enzyma-
tycznej, jak rowniez na wszechstronny udzial
tego enzymu w procesach biologicznych meskie-
go ukladu rozrodeczego.

Przedstawione niektére dane dotyczace fos-
fatazy alkalicznej w zeniskim i meskim ukladzie
rozrodezym $wiadezg o wielofunkeyjnosci tego
enzymu. Podjednostkowa budowa bialek fosfata-
zowych powoduje, Ze poszczegolne formy mole-
kularne obdarzone sg zwykle niezaleznymi wlas-
ciwosciami regulacyjnymi a tym samym duzymi
mozliwosSciami adaptacyjnymi do srodowiska ka-
talizy enzymatycznej i stanu tizjologicznego u-
kladu rozrodcezego.
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Miedzynarodowa wymiana zarodkédw owiec

przechowywanych in vitro w ciggu 21 miesigcy

7 Zespolu Fizjologii i Biochemil Rozrodu Zwierzat lnstytulu Fizjologii Zwicrzat,

ARC

w Cambridge; Anglia

7 zZespolu Rozrodu Zwierzat Instyiulu Stosowanej Fizjologii Zwicrzat AR w Krakowice

Bardzo cennym uzupelnieniem techniki tran-
splatacji zarodkow stala sie w ostatnich latach
mozliwosé¢ ich dlugotrwalej konserwacji w ciek-
lym azocie (2). Dzieki tej metodzie zostala wy-
climinowana koniecznos¢ stosowania synchroni-
zacji cyklu rujowego u dawcy i biorey a ponad-
to zostala ulatwiona wymiana embriondéw na
wiekszg odleglosc.

Celem przeprowadzonego eksperymentu byla
proba  miedzynarodowej wymiany zarodkow
owiec zamrozonych w cieklym azocie.

Material i melody

Maciorki rasy walijska owca goérska. pokryle iry-
kiem krzyzowka Jacobs'a uzyto jako dawcoéw zarod-
kéw. Wezesne zarodki uzyskiwano metoda chirurgicz-
na w pracowni Zespotu Fizjologii i Biochemii Rozrodu
Zwierzat, Instytutu Fizjologii Zwierzgt, ARC w Cam-
bridge, Anglia w dniu 31l pazdziernika 1976 r. Od jed-
nej maciorki po hormonalnej superowulacji uzyskano
w 6 dniu od poczatku rui jedenascie zarodkow, w sla-
dium poéznej moruli (50—60 komoédrkowe).

zarodki przechowywano przez kilka godzin w tem-
peraturze pokojowej w rozlworze buforu fosforano-

Tab. 1. Poslepowanic przy zamrazaniu i rozmrazaniu zarodkow owiec (wg S. M. Willadsena i wsp. (2)

A Zamrazanie

1.Laparotomia ¢ myplukimanie zarodkow przy uiyciu buforu fosforanowego (P8S), (1) z ukladu rodnego superowulowanych maciorek,
2. Przechomymanie uzyskanych zarodkown w PBS w temperaiurie pakajore do 3 godzin, ]
3. Stapniowe dodawanie wtemperaturze pokojowej DMSO (dwumetylosulfoltlenku) tak aby koncona koncentraga DMS0wynosila 15M.

Czlery etapy: 025M DMSO w PBS : § minut
05 M DMSO W PES : 5 minut
10 M DMSO W PBS : 10 minut
15M DMSO WPBS : 20 minut

4 Umieszczenie zarodkow w probowkach (05 x 55 cm),zamierajacych 02ml 16M DMSO w PBS ( schladzance do temp.~7%C z szybkascig 1 %/ min.
8. Zapoczgtkowanie krystalizagii poprzez , posiew” krysztalkom na mroZonq poZymke,
6. MroZenie z szybkosciq 03°C/min. do - 65°C,a od éemperatury -65°C do ~120°C z szybkosciq 1°C/min,

7 Przencesienie provowek do cieklego azotu,
8 Rozmrazanie

1 Przeniesienie probowek do temperatury -100°C ( rozmrazanie z szybkasclq 10°C/min. do temperatury -0°C,

2 Matychmiastowe podgrzanie do bemperatury pokojowej,
3 Usuwanie DNSO z PBS w temperaturze pokojowej:

Szesc etapon: 1,5 DMSOw PBS : 5 minut

125M DNSO W PBS
[OM DNsO W PES
Q75M DNSO w P8BS
g5M DMSO w P8BS
025M DMSO w PBS

110 mihut
10 minut
10 minut
0 menut
HO0minut

PBS DMSO w P8BS {Ominut .
4. Hodowla (n vitro przez 24 godzing w PBS + 20% surowicy onczel pod cismeniem powtetrza w temp +38°C Lub éransplantaga.
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