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Niektóre biochemiczne włościwości fosfotozy

olkolicznej podczos zomrożonio nosienio buhojo*)

z zawadu Biochemji z\iletząt Instyttltu Fizjologii i Biochemii zwierząt AR-T w olsztynie

Denaturacja białek wywołana niskimi tempe-
raturami wiąże się z obnizeniem aktywności
szeregu enzymów komónkowych (6). Istotnym
problemem biotechnologii zarnrażania nasienia
zwierząt w ciekłym azocie jest zachowanie peł-
nej spr,awności enzymatycznej plemników oraz
białek enzymatyczrrych plazmy nasienia.
Współdziałanie bowiem tych dwóch systemów
enzymatycznych decyduje o wysokiej zdolności
zapładniającej plemników.

Graham i Pace (5) podali, że aktyryność ami-
notransferazy asparaginianowej (GOT) i dehy-
drogenazy mleczanowej (LDH) wzrastają silnie
w płynie nadosa,dowym, po zamrozeniu nasie-
nia w ciekłym azocie. Autorzy wnioskują, że
zjawisko to jest spowodowane ,,wyciekiem"
enzymów z uszkodzonych plemników;

Określenie stopnia nasilenia,,wycieku" enzy-
mów plemnika d,o płynu zewnątrzkomórkowe-
go znalazło zastosowarrie jako kontrolny test
uszkodzeń kriogenicznych plemników (3, 5).

Fosfataza alkaliczna należy głównie do wielo-
składnikowego kompleksu errzymatycznego pla-
zmy nasienia z:wierząt Obecność tego enzymu
stwierdzono rówrrież w błonach cytoplazma-
tycznych plemnika (4). U buhaja, fosfataza
alkaliczna występuje co najmniej w 2 formach
rnolekularnych w, plazmie nasienia oraz, 2-4
formach w plelrur-ikach (1, 4). Przypisuje się jej
udział w wielu pro,cesach biologicznych mę-
skiego i żeńskiego układu roznodczego (4).

Celowym w},daje się więc okreśIenie \Mpły-
wu poszczególnych etapów zamrażania nasie-
nia buhaja w ciekłym azocie na niektóre właś-
ciwości biochemiczne fosfatazy alkalicznej.

Materiał i metody
Badania przeprowadzono na 36 ejakulatach pobra-

nych na szluczną poch-wę ,o,d buhajów rasy ncb użyt-
kowanych w PZLZ rv Olsztynie. Nasienie o dobrej
jakości, rozszetzedzano rozciieńczalnikiem żółtkowo-
-cytrynianowo-fruktozowym (ŻCF) w stosunku 1:2.
Zastosowano biotechnologię zamrażania powszeclrnie
stosolvaną w zakładach unasieniania zwietząt,

Oserwację zmian,aktywrrości fosfat,azy alkalicznej
i lruchliwoścri elektrofo,retycznej forrn molekularnych
przeprowadzono w plazmie nasienia (bezpośrednio po
p<lbraniu ejakulatu) o]raz w płynach nadosadowych.

ł) Praca wykonana w ramach tematu resortowego Minister-
stwa Rolnictwa nr 419E, koordynowanego przez Instytut 3o-
otechniki w KTakowie,

JAN GLOGOWSKI, JERZY STRZEŻEK

Płyny nado,sa,dowe uzyskiwano bezpośrednio po roz-
cieńczeniu naslienia, p,o 4 godz. ekw[i"ibracji ataz 24
gcldz. przechołvywarriu w ciekłym azocie, odwi;rowując
nasienie 10minut ptzyl} 000 X g w temperatutze4oC.

Aktyrvność fosfatazy ąlkalicznej okreśIano metodą
Bessey i wsp. (2), Rozdziałów elektroforetycznych do-
konano na żelu poliakrylamidowym. Formy moleku-
larne fosfatazy al,kalicznej identyiikowarro rne,todą
Selrigmana i Burka (cyt. za 10) stosując beta-naftylo-
fosfor,an w 0,1 M buf,orze we,ranolowym (pI{ 9,1) oraz
błękit trwały RR. Natomiast frakcje glikoproteino-
rn,e identyfiko,wano po,rozdzi,ałach elektroforetycznych
stosują,c od,czynnik Schiffa (10).

Interpretację wyników rozdzialów elektroforetycz-
nych przeprowadzono za po|mocą densitometru TLD-
100 firmy Vitatron,

w badaniach immunolog,icz,nych przep,rowadzono
obserwację zmian właśc,iw,ości antygenowych fosfa-
tazy alkal,icznej. Zastosowano podwójną dyfuzję żelo-
rvą w układz,ie surowice odpornościowe wobec izolo-
wanych dwóch form molekularnych fosfatazy alkalicz-
nej plazmy nas,ienia a płyny nados,adowe z poszcze-
góhych etapów zamrażania nasie,nia.

Wyniki i omówienie
Rezultaty anaiizy statystycznej aktywności

fosfatazy alkalicznej w plazmie nasienia oraz
p,o rozcieńczeniu nas,ienia na poszczególnych
etapach zamrażania przedstawiono w tab. 1

Tab. 1. Wyniki analizy statystycznej aktywności fos-
fatazy alkalicznej na poszczególnych etapach obróbki

technologicznej

Aktqwnaść fosfąćąza ąlkąlicznej ( J. 8esseu

ptazma po
rozcieńczenil

p 49od2.
ekmilaraqć

po24gdz.
lł 77"K

X
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423,88
244,39

57,642,

l37,88
7E,l5
5ą6E o/o

Ij9,77
77,7l
55,607o

115,27
E3,35
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Aktywność fosfatazową po rozcieńczeniu
nasienia w stosunku 7:2 tozcieńczalnikiem żółt-
kowo-cytrynianowo-fruktozowym jest pouad
brzykrotnie niższa aniżeli w plazmie nasienia
i nie ulega istotnym zmianom na pozostałych
etapach technologicznych. Zwracają uwagę sto-
sunkowo duże wartości odchylenia standardo-
wego i współczynnika zmienności, spowodowa-
ne dużymi wahaniami aktywności fosfatazy
alkalicznej plazmy nasienia u poszczegó]nych
buhajów. Bowiem w obrębie analizowarrych 36
ejakulatów: aktywność do 200 jednostek Bos-
se5l 55*{"odzono w plazmie 5 buhajów, w prze-
dziale 201-400 j. Bessey - u 17 osohników,
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401-600 j. Bessey 
- 

u 6 osobnikó,w zaś w
przedziale 601-800 j. Bessey i powyżej B00 i.
Bessey u 4 osobników dla każdej wartości.

Badania elektroforetyczne wykazały zmiany
profilu form molekularnych fosfatazy alkalicz-
nej na poszczególnych etapach zamrażania na-
sienia. Niezaleznie od .liczby form molekular-
nyclr rn, plazmie nasienia buhajów (ryc, 1) po

Ryc. 1. Enzymogramy losfatazy alkalicznej rv plazmie
nasietria buhajów

rozcieńczeniu nasienia obserwowano dwa pas-
ma elektroforetyczne o aktywności fosfatazy
alkalicznej, z ktorych pierwsze posiadało więk-
szą ruchliwość elektroforetyczną w porówna-
niu do najszybciej migrującej formy moleku-
larnej fosfatazy plazmy nasienia (ryc. 2a). Etap
4 godz. ekwilibracji powoduje dalszy wzrost do-
anodowej ruchliwości elektroforetycznej szyb-
ko migrującego komponentu fosfatazy alkalicz-
nej (ryc. 2b). Zynlogram ten utrzymuje się po
24 godzinnym przechowywaniu nasienia w cie-
kłym azocie (ryc. 2c).

Ryc. 2. Zmiany obrazu enzymoglamów na poszczegól-
nych etapach mrożenia nasienia (a - po rozcieńeze-
niu; b - ,po 4 godz., ekwilibracji; c - po 24 godz.

przechowywaniu w ciekłym azocie)

Wzrost ruchliwości elektroforetycznej I for-
my spowodowany może być utworzeniern kom-

ka rozcieńczalnika. Bowiem po barwieniu pro-
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teinognamów odczynnikiem Schiffa frakcje gli-
koproteinowe umiejscowiane są zawsze w po-
zycjach ruchu pasm fosfotazowych na poszcze-
.gólnych etapach zamtażania nasienia (ryc, 3).
Obserwacje nasze wskazywałyby, że bezpośreC-
nio po rozcieńczeniu nasienia białka fosfatazo-
we ple-mnika i plazmy, a żwłaszcza I forma mo-
Iekularna, trwale wiązą się z białkami żoŁtka
iaja kurzego. W wiązaniu tych dwóch białko-
wych komponentów rozcieńcza]rrika uczestni-
czy zapewne kwas sjalowy, którego zawart,ość
na poszczególnych etapach technologii zamr aŻa-
nia nasienia buhaja nie ulega istotnym zmia-
nom (9).

Ryc. 3. Proteinogram glikoprotein na poszczególnych
etapach zamrażania nasienia (a - po rozcieńczeniu;
b - po 4 godz. ekwilibracji; c - po 24 godz. prze,cho-

lvywaniu w ciekłym azocie)

Wyraźnie sjaloproteinowa budowa I formy
molekularnej fosfatazy alkalicznej plaznry na-
sienia buhaja (4) sprzyja bardziej trwałemu
wiązaniu się tej formy z białkami żołtka jaja.
Potwierdzają ten wniosek nasze obserwacje
immunologlczne. Podwójna dyfuzja żelowa w
układzie surowica odpornościowa woibec I for-
my molekularnej plazma nasienia wykazała 2
Iub 3 łuki precypitacyjne. Nalezy nadmienić, ze
nie uzyskano reakcji precypitacji między tą su-
rovzicą a stosowanym rgzcieńczalnikiem.
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pleksu glikoproteinowego pomiędzy białkami p,n l_q
plazmy nasienia i żołtka jaja kurzego, składni- ;i;".'i'

Immunodyfuzja w
formy molekularnej

rozcieńczeniu

układzie: antysurowica

- pły,n nadosadowy po
naSlenra
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Ryc. 4b. i 4c. Im.munodyfuzja w układzie antysurowi-
ci rvobe: I formy molekularnej - płyn nadosadowy
po 4 godz. ekwilibracji (b) i po 24 godz. przechowy-

wanlu w c,iekłym azocie (c)

Przy zastosowaniu tej samej surowicy oapor-
nościowej w układach dyfuzyjnych dotyczących
poszczegÓlnych etapów mrożenia nasienia
stwierdzono na etapie rozcieńczenia nasienia
obecność 2 ostrych łuków precypitacyjnych
(ryc, 4a). Na etapach ekwilibracji i zamtażania
układ ten nie ulega zmianom (ryc. 4a i 4c).

W podobnych reakcjach immunodyfuzji przy.
zastosowaniu surowicy odpornościowej rvobec
II formy rnolekularnej fosfatazy alkalicznej
stwierdzono 2 1ub 3 łuki precypitacyjne z biał-
kami plazmy nasienia oraz brak precypitacji z
rozcteńczalnikiem.

Etap rozcieńczenia nasienia zmienia ostrość
łuków precypitacyjnych. Wyraźnie widoczne
są trzy łuki, z których środkowy jest najbar-
dziej ostry (ryc. 5a). Ekwilibracja rozcieńczo-
nego nasienia porvoduje,zanik łuku precypita-
cyjnego połozonego najbliżej zbiorniczka cen-
tralnego (ryc. 5b). Układ taki utrzymuje się po
zamrożeniu i 24 godz. przechclwywaniu nasie-
nia w temperaturze ciekłego azotu (ryc. 5c).

Ryc. 5a. Immu układzie antysurowica
ińbec rI formy --^,9ti 

nadosadowy po
naSlenra

Ryc. 5b, i5c, Imltrnodyfuzja w .układzie: antysurowi-
có wobec II formy molekularnej - płyn nadosadowy
po 4 godz. ekwilibracji (b) i po 24.godz, przechowy-

wanlu w ciekłym azocie (c)
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Wyniki badań immunologicznych wskazywa-
łyby, że etapy biotechnologii zamrażartia nasie-
nia buhaja nie zmieniają istotnie antygenowych
właściwości fosfatazy alkalicznej.

Reasumując - fosfataza alkaliczna plazlny
nasienia wiążąc się z systemem koloidalnym
białek żołtka jaja kurzego tworzy glikopro-
teinowy kompleks, który dobrze zapob,iega jej
zmianom denaturacyjnym po,dczas zarntażania
nasienia,

Zjawisko to iednocześnie zabezpiecza podsta-
wowe funkcje biochemiczne fosfatazy alkalicz-
nej po rozmrożeniu i wprowadzeniu nasienia
do żeńskich dróg płciowych. Zlitązarte są one
głównie z udziałem fosfatazy alkalicznej w pro-
cesach metaboliczrrych podczas kapacytacji
plemników i zapłodnienia komórki jajowej.
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TloroecxT.fż .fi., Ctule>ł<ex E, - 
Irexoroprre 6rłoxlrłrn-

'recKrle croficrna rueno.rrroft óocóarasrr Bo BI]eMff 3a-
Mopa}KrlBaqrta eeuenlr 6rrxa,

BIBELIN W. E., FUKUSHIMA K., STILL P. E.:
Toksyczność ochraktoksyny tlta ptzeżl.waczy. (The
toxicity of ochratoxin to ruminants). Can. J. comp.
MeC. 42, t72-176, I97B (D.

Zdolność wytrva,rzania olhratoksyny po,siada c,o naj-
mniej 7 gatunków grzybó,w z roCzail Asoergillus
i 6 gatunków .qrzvbów z rodzaju Penicilliu,m. W
USA głównr-łm źródłem ochratok,syny jes,t Penicillium
viridicatum. Ochratoksyna wv,fivarzana przez ten
grzv ,tł,vsteouje w orzerośniętych grzybnią zlarnaeh,
poka,rmaeh i w glebie, U by,dła rzadk,o wvstepują
ostre zatrucia ochratoksyną, częściej spo,tvka sie za-
trucia chr.oniczne. Letal,na do,ustna d,awka o,chratok-
syny dla krów wyno,si p,onad 15 mg/kg wagi ciała,
zaś dla kóz arzy kilkakrotnym stósolwaniu 3 m,g/kg
lvagi ciała. Ochrafoksl,na jeclrln,ie rv przyp,adku sil-
nych zall:uć wystepuje w mlekrr i m,o,ezu. Dotych-
czas nie oibserwowano zamierania nłodów i ronień
u przeżuwa,czy po zatruciach ochrato'ksy:ną.

G.

NIARsoLAIs G., AS§AF R.. MoNPETIT c., MARoIs
P.: Rozpoznawanie czynników wirusowyoh związa-
nych z biegunką nowo narodzonych cieląt, (Diagnosis
of viral agents associated rvith neonatal calf diarr-
hea), Can. J. con,lp, Med. 42, 168-17], 1978 (2).

Przebadano w kierunku występ,owania wi,rusów 134
p,róbki kału polbrane o,d cieląt w okresie pierwszych
5-6 godzin po wystąpien,iu biegunki oLrąz zeskro,binę

t82

AxtrłBrłocrs l4ełovnolł @oc$atasrr He noABeplaeTca
cyIĄecTBeHHbIM IĄ 3MeHeI{r{fiM Ha oTAe JIHbIx TexHoJIoł,]l-
qecKr{x 3Tanax 3aMo,pa>K]4BaHrfl ceMeHI,{ 6rrxa. Ha6nro-

- AaJI]ł Ił3M€HeHrłfl 3ilMorpauu Soc$arasst, oco,6exrro ue-
nocpeAcTBeHHo nocJle pae6asleHrła ceMeHrt. IIegaeIłcI4-
I,1o oT tłI4cJIa MoJIeKyJIffpHbtx Sopłr B IIJIa3Me ceMeu]4
noffBJIaIoTcff Ha gToM sTaIIe ABe erexrpoQopeT]4lłecKr{e
Qpaxqlłr rqenovHoż $ocQatassr, [oABT4)ŁHocTb KoTo-
pb]x He MeHfleTcfl cyqecrBennbrłl o6pasou Ha sTanax
srsułtu6pa4lll4 14 3aMopoź<eraufl, ceMeHr,I. B npenełax
srlrx Sparqvit noranvsupoBaJll4 rJllłKonpoTelrłsr, He
o6Hapyx<rłłr,oTqeTJIr{BbIx rłguerłerłrłrż aHT,InreHHbIx
csożcrs AByx MoJIeKyJIapHbIx Qopu rqenovnoż $oc-
$arassr nocne pas6aBJIeHr!.E, sxnrnrdpaqrl4, a TaKx<e
nocJle 3aMopox<eHrlfi I4 pa3Mopax<lĄBanlllE ceMeHI4.

Cne4yer oTMeTnT, ItTo rłleJlorłHag óocóara3a [JIa3-
MbI ceMeHr{ 6lrra, cna3rmaffcF, c denxaur x(eJIrKa r<y-
p]4Holo ażqa, o6pasyeT cr{IIbHbIż rnuxonporeu rroBsrrt
KoMrrJIeKc, npeAorBparqarorrlrłlż Aerłarypaqr{oHHBIe r{3-
MeHeHr{ff 3Toro 9H3lMa Bo BpeMfl 3aMopax<rrBaEufl ce-
MeH]4 B xlr{AKoM a3oTe.

G,logows'ki J., Stflzeżek J. - §ome biochemical cha-
racteristics of alkaline phosphatase in the process of
freezing of the bull semen.

The activity of alkaline phosphatase dosss not chan-
ge dts properties in dli]iferent techrrroilogical steps of
bull semen freeztng. The changes were observed only
directly ,after serrr,ein dilutioln. Independently on the
number of molecular forms in the semen
plasma one can observe the appearance of
two electrophoretic fractions of alkaline phos-
phatase. The presence of glicoproteins was no-
ticed within the fractions. No distinct antigenic
cha,nges in the two m,olecular f,orms ,of ,alk,a,llne phos-
phatase were f,ound ,after dilrr,tion, equilli,bratjołr,, and
freezln,g and thawi:ng of the sernen. Alkaline pho,spha-
tase of the butl semen plasma is colnjugated with egg
y,olk proteilns and the con:plex created u,nrables den,a-
turabi,oln ,of the ,enzylne ,durirnB f,reezin,g of the semen
in iliquld ,nitro,geln,

pod,dany,ch
W op,ar.citr
i odczyn

ych próbka

wiru za,p oraz
dwa Od u da-
rvał ty wi-
rusów Nebralska,

G.

PEAKER M.: Czas trwania ciąży i wielkość miotu
rr kóz. (Gestation perioćl and litter size in the goat).
Br. vet. J. 134, 379-383, 1978 (4).

Celem badań było określenie czasu tr-wania ciąży,
wielkoś,ai mi,otu, o,d,setku płodów ur,odz.onyolr przed-
wcześnie oraz p,r.orpo,rcji między płciami w miotach
kóz. Na podLstawie obserwacj,i 314 kóz stwerdzono,
że śred,ni czas trwania ciąży wynosi 150 dni. 90,0/o

wykotów notołwan,o międzv 146 i 754 dniem ciąży.
Liezba koźląŁ ll pierwiastek była zawsze niższa ani-
żeli po drugiej i dalszych ciążach. Poro,dy przed-
Wczesile stwierdzono w 4,70/o przypadkÓW. SpoŚród
B42 koźląt 426 stanowiły samice, 403 samce i 13 in-
terseksy,

c.


