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tle bledéw zywienowych, jak: monodieta ki-
szonkowa, niedobdér paszy energetycznej itp.

Na podstawie przedstawionych mniekt6rych
zagadnienn zwigzanych ze schorzeniami okolo-
porodowymi u bydla nasuwa sie potrzeba pro-
wadzenia w tej dziedzinie dalszych badan o cha-
rakterze podstawowym i rozwojowym. Uzyska-
ne wyniki moglyby zmalezé zastosowanie w pro-
filaktyce i metafilaktyce tzw. zespolu porodo-
wego, rzutujacego mna zdrowotnosé, plodnoéé
1 wydajnosé mleczng zwierzat.

Ukierunkowane metody postepowania w
schorzeniach okoloporodowych maja perspek-
tywe ewolucji dzieki wykorzystywaniu badan
endokrynologicznych i biochemicznych dla po-
rzeb praktyki hodowlanej i lekarsko-wetery-
naryjnej. Za pomocg czulych metod radiokom-
petyeyjnych czy radioimmunologicznych mozna
oznaczyé w surowicy krwi poziom progestero-
nu, estradiolu, gonadotropin przysadkowych, te-
stosteronu, hormonéw podwzgérza oraz proge-
steronu w mleku, w celu wlasciwej interpre-
tacji proceséw patologicznych w ukladzie roz-
rodczym. Ustalenie poziomu progesteronu, w
mniejszym stopniu LH, 17-beta estradiolu lub
oksytocyny w surowicy upowaznia do hormo-
nalnego leczenia szeregu nieprawidlowosci jak
acyklia, opoznione pekanie lub zwyrodnienie
pecherzykow Graafa, torbiele jajnikowe i rdz-
ne formy zapalenia macicy przy jej bezwla-
dzie.
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Aktywnosé niekiérych enzyméw w nasieniv knurg;

akrozyna i inhibitor frypsyny®)

2 Zaktadu Biochemil Instytutu Nauk Fizjologicznych oraz z Kliniki Polozniczej
Instytutu Patologii i Terapii Zwierzat Wydziatu Weterynaryjnego AR we Wroctawiu

Akrozyna — enzym proteolityczny zwiazany
z blonami akrosomu, jest glownym czynnikiem
odpowiedzialnym za penetracje plemnika
przez zona pellucida komorki jajowej (4).

Aktywnosé tego enzymu jest hamowana
przez swoiste inhibitory enzymoéw proteolitycz-
nych, ktére miedzy innymi wystepuja w osoczu
nasienia. Badania aktywno$ci akrozyny i inhi-
bitora trypsynowego w nasieniu mogg byé do-
datkowymi wskaznikami stanu fizjologicznego
ejakulatow (6).

Praca ta jest wstepem do badan stanu eja-
kulatéw w poszczegbdlnych etapach konserwa-
cji nasienia knuréw. Celem jej byla obserwa-
cja dynamiki zmian aktywnosci akrozyny i in-
hibitora podczas przechowywania pelnego na-
sienia w temperaturze 4° oraz stwierdzenie
czy pomiar aktywnosci obu parametréw moze
by¢ wskaznikiem stanu blon akrosomu plem-
nika knura.

*) Praca wykonana w ramach problemu MR II 10 koordyno-
wanego przez Instytut Patologii 1 Terapil Zwierzat AR we
Wroclawiu.
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Material i metody

Badania prowadzono na S$wiezych ejakulatach w
czasie 1—3 godzin od chwili pobrania oraz na nasieniu
przetrzymywanym w temp. 4° w czasie do 72 godz.
Préby pochodzity od 33 knurbw.

5 c¢m3 nasienia wirowano przy 900Xg przez 15 min.
w temp. pokojowe]j, oddzielajgc osocze od osadu plem-
nikéw, ktére nastepnie trzykrotnie przemywano 1 ob-
jetoscia 50 mM buforu Tris-HCl o pH 7,4 w temp. 4°.
Sposéb preparacji frakeji akrosomalnej oparto o metc-
de Srivastavy i wsp. (5): plemniki zawieszano w 5 cin?
50 mM buforu Tris-maleinowego, pH 6,1, zawierajg-
cego MgCl, 50 mM i lagodnie homogenizowano w
homogenizatorze Pottera. Homogenat umieszczano w
taZni lodowej na 30 min. a nastepnie wirowano przy
3000Xg w temp. 4° przez 10 min. Supernatant sta-
nowit frakcje akrosomalng.

Biatko osocza 1 frakcji akrosomalnej oznaczano
metoda Lowry i wsp. (3). Aktywn$¢é inhibitora trypsy-
nowego oznaczano przy uzyciu krystalicznej trypsyny
f-my Koch-Light (2). Akrosyne oznaczano przy uziy-
ciu estru etylowego benzoiloargininy (BAEE) przez
pomiar ekstynkcji przy 253 nm (1). Wyniki pomiaru
aktywnosci akrozyny i inhibitora trypsynowego po-
dano w miedzynarodowych jednostkach aktywnosci.
Istotnodé statystyczng okreslano testem t Studenta.
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Wyniki i omdwienie

Poziom biatka w osoczu nasienia wynosit
47,8 + 14,1 mg/ml i nie ulegal statystycznie
istotnym zmianom podczas przechowywania.

Aktywno$¢ akrozyny w osoczu nasienia
$wiezego wynosila $rednio 127 * 148 miU/m]
osocza, czyli 3 mIU/mg biatka. W trakcie prze-
chowywania nasienia stwierdzono znaczny
wzrost aktywnosci badanego enzymu do pozio-
mu 458 mIU/ml osocza po 48 godz. oraz 900
mIU/ml po 72 godz. Pomimo znacznego roz-
rzutu wynikéw grupy kontrolnej, wzrost ten
okazal si¢ istotny statystycznie (tab. 1). Stgd
pomiar aktywno$ci akrozyny w oscczu nasie-
nia moze byé¢ jednym 2z parametréw oceny
stanu nasienia knura.

Tab.1l. Aktywnod§é akrozyny w osoczu nasienia knura
Czas g 33
od pobrania Llc(zsi?r;OSu mili IU/m]l osocza
(godz) )
1—3 18 127 £148

24 11 545 630 *
48 13 458 1429 **
72 ] 900 767 **

Objasnienia: Réinica pomiedzy aktywnosciag w nasieniu swie-
iyg i1 przechowywanym istotna: * przy P <0,05, % przy
P < 0,01.

Badajac aktywnosé akrozyny we frakeji ak-
rosomalnej, preparowanej po 1—3 godz. od
pobrania nasienia, stwierdzono $rednig aktyw-
noé¢ 450*310 mIU/mg bialka. W miare prze-
chowywania nasienia nastepowal istotny sta-
tystycznie wzrost aktywnosci enzymu (tab. 2)

Tab. 2. Aktywnosi¢ akrozyny we frakecji akrosomalnej
nasienia knura

Czas Liczebnosé
od pobrania 1czseZtr;osc mili IU/mg biatka
(godz.) .
1-3 33 450 +£310
24 18 610 £301
48 9 1474 £930 **
72 6 732 168

Obj‘s}s"nier}ie: Roznica miedzy aktywnoscia we frakeji akroso-
malnej nasienia $wiezego i przechowywanego istotna: ** przy
P < 0,01,

Przechowywanie powyzej 48 godz. w poda-
nych warunkach prowadzi do uszkodzenia en-
zymu, co objawia sie spadkiem aktywnojci.

Aktywnoéé inhibitora trypsynowego w oso-
czu wynosita srednio 655 * 254 mIU/mg bial-
ka, czyli 30,3+12,2 IU/ml osocza. Po 24 go-
dzinach przechowywania obserwowano nie-
znaczny wzrost akitywnosci z nastepujgcym
pozniej spadkiem do poziomu kontrolnego.
Zmiany te sg jednak nieistotne statystycznie.
Zatem na podstawie pomiaru tego parametru
nie mozna wnioskowaé o stanie plemnikow.

Pojawienie sie akrozyny w osoczu nasienia,
zwlaszcza po pewnym okresie przechowywa-
nia, jest oczywistym efektern rozpadu akroso-
mow. Natomiast obserwowany wzrost aktyw-
nosci tego enzymu we frakeji akrosomalnej mo-
zna tlumaczyé¢ lepsza wydajnoscig ekstrakeji
akrozyny, spowodowang zmianami stanu blon
gléwki plemnika.

Przedstawione wyniki wskazuja, ze przy
stosowaniu metod konserwacji nasienia knura,
polegajacych na stopniowym wielogodzinnym
obnizaniu temperatury, nalezy sie liczyé ze
zmisnami frwalosci bton akrosomu i ,,przecie-
kiem” akrozyny do osocza i rozcienczalnikow.
Swiadezy o tym stosunkowo szybki wzrost
aktywnosci akrozymu w osoczu nasienia w
ciagu pierwszych kilkunastu godzin przecho-
wywania.

Wnioski

1, Zmiany stanu blon akrosomu, zachodzgce
podczas przechowywania nasienia, ulatwiajg
ekstrakcje akrozyny oraz powoduja jej ,prze-
ciek” do osocza.

2. Poziom inhibitora trypsynowego w oso-

czu nasienia knura jest niezalezny od stanu
plemnikéw.
3. Wyniki pomiaréw aktywnosci akrozyny

moga stuzy¢ jako wskaznik trwalto$ci plemni-
kéw knura.
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Korousckuii B., XyTupii, Aybear A. — AKTHBHOCTH
HEEOTOPBIX SH3MMOB B CEMEHM XDPAKA: AKPO3MH ¥ M-
THOMTODP TDHIICHHA.

Onpegenamack akKTHBHOCTL &KPO3YHAa B CEMEHHOM
IJ1a3Me M aKpOCOMAJIbLHOM (ParRLUM CeMeHyM XpPAKa,
oDHapysEiman cooTBeTeIBEHHG 3 u 450 MME/Mr Geuxa.
B mepuon xpaueuusa ceMeny mpH Temi. 4° no 72 gacos
0bHapysceH0 MOBBIIIEHME AaKTUBHOCTM 9SH3MMA IPK
HEH3MEeHEHHOM ypoBHE OenKa. AKTHMBHOCTb Murubiropa
TPUIICHMHA paBHsaeTcAa B cpenHeMm 635 MME/Mr Genxa
M He M3MEHSeTCHd CYIIeCTBEHNIO BO BPeMdA XDaHeHM:H.

Kotofiski B., Hutny J., Dubiel A. — Activity of cer-
tain enzymes in the boar semen; acrosin and trypsin
inhibitor.

The studies on the activity of acrosine in the se-
minal plasma and in the acrosemal fraction of sper-
matozoa of the boar revealed 3 and 450 mIU per mg
of protein, respectively. When the ejaculates were
stored at 4°C till 72 h, the increase of the activity of
both fractions has been observed with the unchanged
level of protein. The value of the activity of the
plasma tripsin inhibitor was 625 mIU per mg of pro-
tein and it did not change during the storage.
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