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Nowoizd R. Simoni J., Kubok-Gottlieb L. — Locali-
zation and dynamic of Wolfram-i85 excretion 1n
chickens polluted parenteraily

:dies concern the behaviour of radioisotope
-185 in chickens after its intravenous In-
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jection. Time of experiments lasted 9 days. The hig-
hest concentration of Wolfram-185 in the examined
organs and lissues was observed in the first 2¢ h of
the experiment (the highest concentration in bones
then in suprarenal glands, thymus, kidneys, livers,
fasihers, testes, skin and eyes). In the remaining pe-
riods of observation (after 3, 6 and 9 days), generally,
4 stepwise decrease of the content of Wolfram-185 in
the examined tissues is observed. Analysis of the
cortent of Wollram-185 in faeces revealed that it
was intensively excreted up to 48 h of the experi-
ment, and that from 3 to 9 day about 1/3 of the ini-
tial dose of Wollram-185 was excreted.

FIZJOLOGIA | PATOLOGIA ROZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIENIANIE

HANNA CZECZOT, JERZY STRZEZEK

Heterogenno$é¢ deoksyrybonukleaz ukladu rozrodczego buhaja

i knura®

)

Katedra Biochemii Zwierzat Wydzialu Zootechnicznego ART 10-7138 Olsztyn-Kortowo, bl, 37.

Deoksyrybonukleazy (DNazy), mimo okresle-
nia ich funkeji w procesach replikacji, gene-
tycznej rekombinacji i restrykeji DNA, w dal-
szym ciggu sg enzymami niedokladnie pozna-
nymi (5, 9).

DNaza I-zasadowa (EC.3.1.4.5) oraz DNaza

wasna

(EC.3.1.4.6), wystepujace w wigk-
ek i plynéw ustrojowych, okazaly sie

heterogennymi, wykazujacymi
ie gatunkowe
wlasciwosei fizvkochemicznych, specyficznosci
substratowei, sposobéw .hydrolizy i wspéldzia-
lania z inhibitorami (3, 9). W przypadku nasie-
nia aktywno$é DNaz zidentyfikowano w plaz-
mie czlowieka, psa, krolika, tryka i buhaja (11).
Natomiast Cordonier i Bernardi (1) opisali nie-
ktore wlasciwosei DNazy II plazmy nasienia bu-
haja. Z kolei Ha se (3) zidentyfi-
kowali akiywno$é omawianych enzymow w
plynach ogona najadrza i banki nasieniowodu
buhaja, wiazac zarazem ich funkeje z elimina-
cja stabych i zestarzatych plemnikow. Wniosek
powyzszy wydaja sie potwierdzaé réwniez ba-
dania Lachnera i wsp. (7, 8), ktérzy w przy-
padku nasienia cziowieka zawierajacego znacz-
ny odsetek plemnikéw zmienionyech, wykaza-
li niska aktywnosé¢ DNaz w plazmie nasienia
w poréwnaniu do normospermii. Niewiele jest
danych dotyczaeych heterogennosci DNaz na-
sienia i tkanek ukladu rozrodezego zwierzat.
Jedynie Georgiew i wsp. (2) stosujage metode
mikroelektroforezy w zelu poliakrylamidowym

dotyezgce

ada i Nasga

. *) Prace wykonano w ramach problemu MR.IL.10 pt.: ,,_Fiz—
jologia i patologia rozmnazania i okresu neonatalnego jako
podsiawy wazrostu produkeji zwierzecej”.

stwierdzili 2 formy enzymoéw w plazmie nasie-
nia buhaja.

Celem badan bylo okreslenie heterogennosci
elekiroforetycznej DNaz nasienia oraz tkanek
i ptynéw ukladu rozrodczego buhaja i knura,

Materiat i metody

Nasienie do badan uzyskiwano od buhajoéw rozplo-
dowych rasy cb oraz knuréw rasy wb i pbz. Bezpo-
$rednio po pobraniu ejakulatéw dokonywano oceny
wstepnej ich jakoéci, a nastepnie odwirowywano przez
15 min przy 4009Xg w temperaturze 20—25°C. Plazme
nasienia przechowywano do czasu analiz w temp.
—20°C. Poszczegdlne odcinki ukiadu rozrodczego (jad-
ra, najadrza, gruczoly pecherzykowe) pozyskiwano od
zwierzat bezposrednio po uboju. Skrawki tkanek ho-
mogenizowano od zwierzat bezpo$rednio po uboju.
Skrawki tkanek homogenizowano przez 10 min w ho-
mogenizatorze szklanym umieszczonym w tazni lodo-
wej. Uzyskane wodne homogenaty wirowano przez 30
min przy 10000 g. Osad odrzucano, za$ supernatanty
zamrazano. Plyn z ogona najgdrzy uzyskano przez
wyciskanie. Po odwirowaniu przez 15 min przy 5000Xg
plyn znad osadu zachowywano do dalszych analiz. Ze
wzgledu na frudnoéci z uzyskaniem materialu do-
$wiadczalnego nie ofrzymano plynéw — pecherzyko-
wego i1 najadrzowego buhaja.

RBadania biochemiczne dotyczyly:

a) okreélenia zawartosci bialka calkowifego metoda
biuretowyg wg Weichselbauma (13),

b) oznaczenia aktywnosci DNazy zasadowej i kwas-
nej wg metody Kurnick (6),

c) rozdzialéw elektroforetycznych plazmy nasienia
i uzyskanych uprzednio plynoéw wraz z identyfikacja
histochemiczng form molekularnych DNaz wg metody
Neuhoffa (10).

W tym ostatnim przypadku rozdzialéw elektrofore-
tyeznych dokonywano metoda mikroelektroforezy w
13,4% zelu poliakrylamidowym z DNA jako substra-
tem. Do badan uzywano DNA natywnego oraz DNA
zdenaturowanego. Uzyskane zele poddawano 1—2 h
inkubacji w temp. 37°C w mieszaninach o pH 5,0; 7,4
oraz 8,5 w czasie 1—2 h. Formy molekularne DNaz
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Tab. 1. Aktywnosé DNazy I i DNazy II w homogenatach wodnych poszczegélnych odcinkéw ukladu roz-
rodczego buhaja i knura, (U X10-4/mg bialka)

Badane Jaora Najadrza Gruczoty | Plyn  [ptynzogona
zwierzeta 9lowa ¢rzon ogon pecherzykomapecherzykomy| najqdrzy
/ ¥/ / ¥ V2 /4 / 174 / /4 / V4 ! i

Buhaje 304 372 [017 223 (006 079 |073 411 |13 o045 :

. 022 082 (003 083 | 0oy 0,57 | 18 338 |go9 018 nie oznaczano

059 249 | 094 024 |066 238 | 172 D

oo ) ) ) ) , 377 066 | 016 066 |0k9 245

Y 042 085 | 037 141 |036 124|153 168 |99 Gia o9 019 | 025 o054

L4

Tab. 2. Aktywno$é DNaz w ekstraktach plemnikowych i plaZmie nasienia knura i buhaja; (U/cm3X10-9)

EkStrakt plemrikdw Plazma nasienia
P, buhaye /5 ouhaje
| Yy rozpéoadowe nury ao 2 lat rozpéodowe
Blatko ogolne mgjem3 | 6875 1923 8508 2399 | 56,57 1113 | 10760 3649 | 9200 2000
ONa zy:
zasadowa 417 0968 | 808 442 | 4797 3006 | 3695 664 | 3820 1860
Awasna 3859 2548 1019 553 |11150 7077 |25999 9758 | 149,20 4586
R
® e
® © T
I - ” ONaza kry:icr(:’czmz
plazma buhaja z trzustki byalecef
® o pHTY ® C) o §

plazma knure
pPHSE

Ryc. 1. Wybrane profile elektroforetyczne DNaz

plazma bubajta
pHE

w plazmie nasienia buhajow i knuréw po inkubacji zeli

w mieszaninie inkubacyjnej pH 5,0 i pH 7,4 (DNA-natywny)

identyfikowano stosujgc mieszaning zawierajaca 0,15%
gallocyjanine i 5% siarczan potasowo-chromowy. En-
zymogramy interpretowano przy uzyciu densytometru
LD-100 (firmy LKB).

Wyniki i oméwienie

Tabela 1 przedstawia aktywnos¢ DNaz w
wodnych homogenatach poszczegbélnych odein-
kow ukladu rozrodezego. Stwierdzono wysoka
aktywnos¢ specyficzng DNaz w jadrach i na-
jadrzach ze zdecydowang jednak przewaga ak-
tywno$ci DNazy II. Szczeg6lnie wysokg aktyw-
noscig obu enzymoéw charakteryzuje sie plyn
z ogona najadrzy knura. Aktywnosci omawia-
nych enzymoéw potwierdzatyby intensywnosé
przemian kwaséw nukleinowych w tym odcin-
ku ukfadu rozrodezego. Dotyczyé one mogg mie-
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dzy innymi tworzenia kompleksow dezoksyry-
bonukleoproteinowych w procesie dojrzewania
plemnikéw (12).

W tab. 2 zestawiono aktywnos¢ DNaz zasa-
dowej i kwasnej w ekstraktach plemnikowych
oraz plazmie nasienia buhajéw w réznym wie-
ku oraz knuréw rozplodowych, Zaobserwowa-
no przewage aktywnosci DNazy kwasnej nad
zasadowg oraz réznice gatunkowe w aktywnosci
obu wymienionych enzyméw. Wyniki te sa
zgodne z danymi uzyskanymi przez Quinna (11).
Zdecydowanie mnajwyzsza aktywno$é DNazy
kwasnej zaobserwowano w. plazmie nasienia
buhajkéw w wieku 14-miesiecy, natomiast po-
ziom aktywnosci DNazy zasadowej byl wyrow-
nany, niezaleznie od gatunkowego pochodzenia
plazmy.
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Ryc. 2. Przyklady réinych profilow elektroforetycznych DNaz w wodnych homogenatach odecinkéw ukltadu
rozrodezego buhaja po inkubacji zeli w mieszaninie inkubacyjnej pH 5,0 i pH 7,4

Objasnienia: A — DNA natywny, B — DNA zdenaturowany.
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Ryc. 3. Przyklady réznych profili elektroforetycznych DNaz w wodnych homogenatach odeinkéw uktadu roz-
rodczego knura po inkubacji zeli w mieszaninie inkubacyjnej pH 5,0 i pH 7,4

Objasnienia: A — DNA natywny, B — DNA zdenaturowany.

W plazmie nasienia knurdéw zaobserwowano
osobniczo uwarunkowang zmiennos¢ w zakresie
omawianych aktywnos$ci DNaz. Przeprowadzo-
ne oznaczenia aktywnosci DNaz w ekstraktach
plemnikowych knura i buhaja uzyskanych po
traktowaniu komérek Tritonem X-100, wyka-
zaly zdecydowanie mnizszg aktywnosé wymie-
nionych enzyméw w poréwnaniu do plazmy
nasiennej. Wskazywaé to moze, ze glownym
zrodtem DNaz w nasieniu zwierzat sg wydzie-
liny gruczotéw dodatkowych.

Obok identyfikacji aktywnosci tkankowe;
DNaz celem badan bylo okreslenie stopnia he-
terogennosci omawianych enzyméw. Badania
wstepne przeprowadzone na czystym prepara-
cie DNazy I z trzustki bydlecej wylkazaly homo-
genne pasmo aktywnosei enzymu, niezaleznie
od pH mieszaniny inkubacyjnej. Stwierdzono
réwniez, ze jako$é substratu wplywa stymulu-

jaco na aktywno$¢ enzymu, co przejawia sie
wyrazniejszymi pasmami elektroforetycznymi
po przeprowadzeniu reakeji identyfikujgcej. W
przypadku zastosowania DNA zdenaturowanego
otrzymuje sie zwykle obraz pasm mniej aktyw-
nych (ryc. 1).

W plazmie nasienia buhaja, niezaleznie od
pH mieszaniny inkubacyjnej, zaobserwowano
od 2—4 form molekularnych DNaz. Czestosé
wystepowania 2 form enzymatycznych, o roz-
nej ruchliwosci elektroforetycznej byla bar-
dziej powszechna (ryc. 1). Wystepowanie zmien-
nej liczby form molekularnych DNaz w po-
szczegdlnych ejakulatach buhaja uwarunkowa-
ne moze byé przypuszczalnie réoznym ich skla-
dem chemicznym, spowodowanym zaklocenia-
mi proporcji udzialu wydzielin gruczotéw do-
datkowych w ejakulacie. W przypadku plazmy
nasienia buhajéw mlodych zaobserwowano 1
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forme molekularng DNaz o podobnej ruchli-
woscei elektroforetycznej w roznych przedzia-
tach pH (rye. 1). Stwierdzona réznica co do licz-
by form molekularnych DNaz w plazmie na-
sienia buhajéw rozplodowych i mlodych buhaj-
kow moze wiazaé sie z niedojrzaloscia ukladu
rozrodczego osobnikéw miodych i nasilonymi
procesami degradacyjnymi komérek piciowych.

W plazmie nasienia knura zidentyfikowano 3
formy molekularne DNaz (ryc. 1). Pasma DNaz
w plazmie nasienia knura i buhaja réznig sie
zdecydowanie ruchliwo$cig elektroforetyczna.
Zjawisko to przypuszczalnie spowodowane mo-
ze byé roznym udzialem w czgsteczkach enzy-
mdw skiadnikéw weglowodanowych (9). Przed-
stawione rezultaty badan profiléw elektrofore-
tycznych DNaz w plazmie nasienia buhaja i
knura wskazuja jednoznacznie na heterogennose
obu typéw enzymoéw. Przypuszczalnie wskutek
stabego odzysku aktywnosci enzyméw nie uda-
lo sie natomiast zidentyfikowaé form moleku-
larnych DNaz w ekstraktach plemnikowych
knura i buhaja.

Ohserwowano réwniez profile elektroforetycz-
ne DNaz w poszczegblnych odeinkach ukiadu
rozrodezego buhaja i knura (rye. 2, rye. 3). Po-
dobnie jak w plazmie nasienia stwierdzono mo-

zaike form molekularnych DNaz. Interpretacja
uzyskanych rezultatéw jest jednak frudna ze

wzgledu na dobra rozpuszezalnosé enzymow
nukleolityeznych w wodzie. Nalezy wobec po-
wyzszego przypuszczaé, ze uzyskany obraz pro-
filow elektroforetycznych dotyezy nie tylko
specyficznych DNaz, ale rowniez calej puli en-
zymoéw nukleolitycznych wymienionych tka-
nek.

Tym niemniej obserwowane roznice gatunko-
we w profilach tkankowych DNaz wskazywaé
moga na réznorodnosei funkeji biochemicznych
poszezegdlnych narzadéw u buhaja i knura. W
przypadku knura zwraca uwage szeroka mo-
zaika form molekularnych omawianych enzy-
moéw w glowie i trzonie najadrzy w poréwna-
niu do odpowiednich tkanek buhaja. Natomiast
tkanka jadrowa obu rozptodnikéw charaktery-
zuje sie wystepowaniem podobnej liczby form
molekularnych obu nukleaz.

Heterogenno$é elektroforetyczna bialek nu-
kleazowych w tkankach najadrzowych potwier-
dzalaby funkcje tego odcinka uktadu rozrodeze-
go w procesie dojrzewania materiatu genetycz-
nego plemnikéw oraz degradacji DNA, uwol-
nionego z rozpadajacych sie komorek. W przy-
padiku najadrzy knura wymienione procesy wy-
daja sie by¢ bardziej nasilone. Zastosowanie
metody mikroelektroforezy w zelu poliakryla-
midowym do obserwacji heterogennoéci DNaz
moze by¢ przydatne w badaniach stanu fizjolo-
gicznego tego marzadu.
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Jerzy Strzezek,

Yeuor I'., Crmiexkexk E. — TeTeporedHoCTs HAECKRCHDM-
GOHYKJiea3 IeHeDARTHBHOM CHUCTEMBI OLIKA y XPAKR

Ilpu mpuMeHeHM# MeToja JapHUK CHPSAeIMIM aK-
TieHOCTE Iesacamoll (I) u xwucaoir (II) geoxcupubony-
KJea3 B roMoreHaTaxX TEaiell IeHePaTHBHOM CHCIENsT,
HKUOKOCTU XBOCTA NPAJATKOB CeNeHINKA M aldbBe0liAp-
HBIX 3KeJe3, IIjas3iMe CeMeHil I RKIBwiKaX Onika If
XpAKa. :

HanBplcmie axTHSHOCTM C00MX 9H31MOB  OTMETHAN
B CeMSHHIKEe I INDPMIATRaX ceMeHHmke (ocobenHno B
T0J0B2 If XBOCTE). AKTHMBHOCTL 1l JeoRCUPHUOOHYyKIea-
3p] ObINa pemmuTeNabHO BbIle akTusHOCTM 1. Hapaay
C BUJIOBBIMM Pas3HMIAMM IIOKa3aJM BJIMAHKE BO3pPacTa
OPOU3BOJMTRJEN Ha aKTMBHOCTb aHAJU3UPYEMBIX SH-
3UMOB B IIjla3Me ceMeHu. MeTonoM MUKDPOIJIEeKTPOdo-
pes3a B IOJIMAKDUIIAMMAHOM TE€JE OIPEHCNUIN SJIEK-
TPOMOPETUYECKYI0 TeTePOreHHOCTE JEOKCHUPUboIyKIeas
B ILTA3Me CeMeHH M IOMOTeHATAX YUacTKOS rexepaTun-
O CMCTEeMnI 000X CaMIIOB. B IIIazMe cexlexii 0slKa
11€32RBMCMMO OT pPH MHKYOALMOH:IOM CMeCl OTMEeTH.IM
2—4 MOoJeKyJaspHble (hOPMbI AeOKCHMpPUOOHYKIIeas, MHpil-
4yeM dacToTa moABjeHue 2 dopM pa3zHOi 9JeKTpophope-
TUYECKOV MOABMXKHOCIM Obljia 00Jiee pacnpocTpanci-
noit. B cayuae miaa3Mnl MOJOIbIX OBIKOB nadn:oIarnil
I MOJERYJIAPHYIO (POPMYy NeoOKCcHpHOONyKIea3 Ii0I00-
110 MOABUIKHOCTI B Pal3HbBIX npeieiax pH. B naas-
Me CceMeHM XPAKa HMIeHTHMdILMPOoBalIll 3 MOJEKYJIAPR-
inre (hOpPMBI 9H3IMOB. .

B cxydyae rOMOI€HATOB CEMEHHMKOB U IIPUIATKOS
CEeMEHHUKOB OblKa ¥ XpAKa OTMeTHMIM MHOTHME MOJIE-
KyJaapHbIE (POPMBI JEeOKCKPUOOHyKIIeas, INIpUYeM O0CO-
feHHO BLICOKYIO0 AUMGEPEeHINANINI0 STUX (POPM IOKa-
3371 B TOJIOBE M TeNe NPUAATKOB CeMeNHMKa XPAKa.

Czeczot H., Strzezek J. — Heterogenicity of desoxy-
rybonucleases of the reproductive tract of bulls and
boars

The activity of alkaline (I) and acid (II) DNase in
homogenates of tissues of the reproductive tract, li-
quid of the tail of epididymis, vesicular glands, se-
men plasma and spermatozoa of bulls and boars was
examined by the method of Kurnick. The highest
activity of these two enzymes was found in testes
and epididymis (especially in head and tail). The
activity of DNase II exceeded significantly that of
DNase I. Besides interspecies differences, age of ani-
mals influenced the activity of the analyzed enzymes
in semen plasma. Using microelectrophoresis on poly-
acrylamide gel electrophoretic heterogenicity of
DNases in plasma serum and in homogenates of the
reproductive tract of the examined males was revea-
led. In semen plasma of bulls, irrespectively of pH
of an incubation mixture, 2—4 molecular forms of
DNases were found and two forms of various electro-
phoretic mobilities appeared more commonly. In se-
rum plasma of young bulls one form of DNases; of
a similiar mobility in various ranges of pH was
noted. In semen plasma of boars three molecalar
forms of DNases were identified. In testes and epidi-
dymis both of bulls and boars multiple forms of
DNases were found, and especially high heterogeni-
city of these molecular forms was observed in the
head and in the corpus of epididymis,



