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Summary
Glycosphingolipids of bull’s spermatozcons

In bull’s spermatozoons the pressncz of sphingosine gly-
colipids was vzrified. The neutral glycosphingolipids do
not surpass 1.5 pg/10% c=lls, gangliosides 0.2 ug/168 cells.
Between them quantitatively prevailed glycosylceramide
(Gle-Cer) and trinexosylceramide. No one of studies com-
pounds contained hexosamines. The bulk of acid glycosphon-
golipids showed the chromatographic motility typical for
gangliosides GM3 (Sial-Gal-Glc-Cer).

The cont:r{ of glycosphingolipids of bulls spermatozoons
is inconsiderable. Their role is still obscure. There is a need
{er further research aimed at the elucidation of their bio-
logical function.

Glikolipidy sfingozynowe (glikosfingolipidy) stanowia
niejednorodng grupe zwigzkéw lipidowych wehodzacych
w sktad blon komérkowych zwierzat i czlowieka (15,
17, 31). Zwiazki te zostaly wyizolowane z wielu tkanek
i szczegolowo scharakteryzowane (2, 3, 5, 8, 10, 28).
Stabo poznany pod wzgledem skladu glikosfingolipido-
wego pozostaje ciagle uklad rozrodezy, w tym nasienie
ludzkie i zwierzece.

Wiadomo obecnie, ze gléwnym glikolipidem jader
1 nasienia ssakow jest tzw. seminolipid, chemicznie
opisywany jako sulfo-galaktozylo-acylo-alkilo-glicerol
(SO;H — 3Gal — AAG) lub sulfo-galaktozylo-dwuacylo-
-glicerol (SOH — 3Gal — DAG) (4). Jadra i nasienie
ssakéw zawieraja rowniez glikolipidy sfingozynowe (6,
8, 21, 22). W 1987 r. Ritter i wsp. (22) wyizolowali
1 scharakteryzowali glikosfingolipidy z masienia ludz-
kiego. Otrzymali oni glikosfingolipidy ocbojetne i gan-
gliozydy z plemnikéw w iloSci 4409 i 221+17
nmola/10° komoérek. W pilynie nasiennym stwierdzili
obecno$¢ 4,1%0,6 nmola gangliozydéw/ml i 29%15
nmola glikosfingolipidow obojetnych/ml. Gléwnymi gli-
kosfingolipidami obojetnymi nasienia byty: mono-, dwu-,
troj- i czteroheksozyloceramidy typu krwinkowego (tzw.
serii globo), wéréd gangliozydéw przewazaly sjalo
i dwusjalo-laktozyloceramidy (wg nomenklatury Sven-
nerholma (29) gangliozydy GM3 i GD3).

Celem tej pracy byla proba izolacji i charakterystyki
glikosfingolipidéw plemnikéw buhaja.

Material i metody

Glikosfingolipidy izolowano z pulowanego nasienia buha-
jow pobranego z W.Z.Wet. w Koszalinie. Wzorcowe ganglio-
zydy: GM3, GMI1, GDla, GD1b oraz glukozyloceramid
otrzymano od p. dr T. Pacuszki Z Instytutu Hemadtologii.
Wzorcowy tetraheksozyloceramid (asjalogangliozyd) przy-
gotowano z gangliozydow mozgu wolowego firmy Koch
Light.

Preparatyka glikosfingolipidéw. Nasienie bu-
hajow (lacznie 450 ml) wirowano stosujac obroty 14000/min
{(MPW 310, Mechanika Precyzyjna). Osad homogenizowano
z wodg (150 ml) i ekstrahowano 600 ml mieszaniny chloro-
formu z metanolem (1:2 stos. objetosciowy) przez 2 go-
dziny w temp. 37°C. Nastepnie zawiesine wirowano i osad
reekstrahowano dwa razy stosujgc mieszanine chloroform :
:metanol = 1:2 (50 ml) i mieszanine chloroform : metanol =
= 1:1 (50 ml). Polgczone ekstrakty odparowano na obro-
towe] wyparce prozniowej i z otrzymanego materiatu izolo-
wano glikostingolipidy obojetne i gangliozydy stosujgc stam-
dardowe metody tj. hydrolize alkaliczng, odsolenie, chroma-
tografie jonowymienng na DEAE-Sephadexie A-25 oraz
chromatografie kolumnows i cienkowarstwowa na kwasie
krzemowym (19). Do rozdziatu glikosfingolipidéw obojetnych
na kolumnie z kwasu krzemowego stosowano dolng faze
ukladu powstalego przez zmieszanie chloroformu : metano-
lu:wody w stosunku objetosciowym 65 :30:8. Preparatyw-
ne chromatogramy cienkowarstwowe z naniesionymi gan-
gliozydami 1 glikosfingolipidami obojetnymi rozwijano w
tych samych ukladach co w metodach analitycznych. Chro-
matogramy wybarwiano jodem i material z zaznaczonych
pol, po zeskrobaniu ze szkla, ekstrahowano nadmiarem mie-
szaniny chloroform :metanol = 1:1 1 1:2 w przypadku gli-
kosfingolipidow obojetnych i nadmiarem mieszaniny chloro-
form : metanol = 2:3 w przypadku gangliozydow. Ganglio-

zyd GM3 czyszczono dodatkowo drogg acetylacji. Glikolipid

acetylowano w mieszaninie pirydyny i bezwodnika octowego
(stosunek objetnosciowy 3:2) przez noc w temp. pokojowej.
Nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnikéw nakladano na
kelumienke z kwasu krzemowego. Stosowano w tym przy-
padku jako uklad rozwijajgcy mieszanine chloroformu : me-
tanolu : wody = 90 : 10 : 1.

Metody analityczne Sfingozyne ozmiaczano wg
Lautera i Tramsa (11). Cukry analizowano drogg chroma-
tografii gazowe] po uprzednim przeksztaleeniu ich w etery
sjelowe (33). Metods chromatografii gazowej rozdzielano
takie kwasy tluszezowe. W celu wykryeia hydroksykwasow
analize prowadzono przed i po reakeji z odezynnikiem sjali-
lujgeym (32). Chromatografie cienkowarstwowa wykonywa-
no na plytkach firmy Merck, fabrycznie powleczonveh kwa-
sem krzemowym. Przy rozdzielaniu gangliozydow stosowano
uklad rozwijajacy chloroform : metanol : woda : 2% CaCl,y =
- 60:35:7:1, przy analizie glikosfingolipidéw obojetnych
uzywano fazy dolnej powstale] po zmieszaniu chlorofarmu -
s metanolu : wody = 65 : 30 : 8. Glikosfingolipidy obojetne wy-
barwiono na plytkach odezynnikiem oreynolowym (10, gan-
gliozydy — odeczynnikiem rezorcvnolowym (19). '

Wyniki i omdéwienie

Stosujac standardowe metody izolacji otrzymano
z plemnikéw buhaja szereg glikosfingolipidéw obojet-
nych i kwasnych (gangliozydéw). Na podstawie poi-
iloSciowe]j oceny chromatogramow cienkowarstwowych
dokonywanych na wstepnych etapach preparatyki osza-
cowano, ze zawartos¢ glikosfingolipidéw obojetnych w
plemnikach byla nie mmiejsza niz 1,5 ng/10® komorek,
zawarto§¢ gangliozydéw nie mniejsza mniz 0,2 ng/10°
komorek. Daje to lgczng wartosé 1,7 ng czyli 1,7 nmola/
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Tab. 1. Analiza chemiczna glikosfingolipidow plemnikéw buhaja

Hgelells Im Zawartos¢ we frakeji _| Stosunzi molowe

glikolipidow Sfing ** o Gle* Gal* Sfing=4

obojetnyeh | g wmol |  wg | umol wg | umol | Sting | Gle | Gal
Frakcja A 88 029 | 56 031 | = — L 107 —
Frakcja B 108 0.36 56 031 | = ‘ — [ 1 0,86 —
Frakcja C 64 0,21 55 | 0,30 72 0,40 1 1,43 1,90
Frakcja D 56 0,18 32 ; 0,18 36 0,31 1 1,00 1,72
Frakcja E 46 0,15 24 [ 0,13 48 0,217 1 08" | 180
Gangliozyd 20 0,07 12 | 001 9.6 0,06 1 1,00 | o8s

Objasnienia: * — analize prowadzono na kolumnie wypelnionej 3%, SE-30 w gradiencie temperatury 1°C/min, 130°C _ 240°C,

ok

substancja wzorcowa w oznaczeniach byla sfingozyna uwalniana z laktoneotetraozyloceramidu krwinkowego, przyjeto w obliczeniach

ze m.cz. sfingozyny = 300.
Skroty: Sting — sfingozyna, Gle — glukoza, Gal — galaktoza,

Ryc. 1. Chromatografia cienkowarstwowa glikosfingolipidéw
obojetnych wyizolowanych z plemnikéw buhaja (frakeja
nie podzieloma otrzymana po kolumnie z DEAE-Sephadexu

A-25)
Objasnienia: 1 — glikosfingolipidy obojetne plemnikéw buhaja,
% - glikosfingolipidy wzorcowe, od gory: monoheksozyloceramid,

tetraheksozyloceramid.

/108 komoérek (przy zalozeniu, ze ciezar czasteczkowy
analizewanych zwigzkow = 1000). Dokladne ustalenie za-
warto$ci glikosfingalipidow w plemnikach buhaja nie
bylo mozliwe ze wzgledu na straty materialu w czasie
preparatyki i oczyszczania. W komérkach rozrodezych
buhaja glikolipidy sfingozynowe stanowia znikoma
cze$¢ wszystkich lipidow i uwidocznienie ich na plyt-
kach z kwasu krzemowego bylo mozliwe dopiero po
czeSciowym oczyszezeniu materialu. Koncowe wydaj-
nosci podane w tab. 1 nie odzwierciedlajg faktycznego
stezenia glikosfingolipidéw w plemnikach.

Ryc. 1 przedstawia chromatografie cienkowarstwomwg
frakceji glikostingolipidéw obojetnych uzyskang po ko-
lumnie z DEAE-Sephadexu. W materiale badanym wi-
da¢ dwie wyrazne grupy glikolipidow. Jedna lokuje
sie tuz za wzorcowym glukozyloceramidem, druga — po-
wyzej wzorcowego tetraheksozyloceramidu. Ciemna
plama u géry chromatogramu widoczna na wysokosci
czota rozpuszezalnika — to materiat niecukrowy, kto-
rego na tym etapie preparatyki bylo jeszcze bardze

A B o D E w

Chromatografia cienkowarstwowa oczyszczonych
frakeji glikosfingolipidéw obojetnych
Objatnienia: A do E — frakeje glikostingolipidow obojetnych pleni-
nikow buhaja, W — glikostfingolipldy wzorcowe, od gory: mono-
heksozyloceramid i tetraheksozyloceramid.

Ryc. 2.

duzo. Daje on w reakeji z orcynolem inng barwe niz
zwigzki weglowsdanowe. Po rozdzielenia mieszaniny
glikostfingolipidéw na kwasie krzem wym otrzymano
5 frakeii (A, B, C, D i E) roznigeych sie ruchliwoscig
chrcmatograficzng (rye. 2).

Ryc. 3 przedstawia chromatografi¢ cienkowarstwowg
frakeji gengliozydowych plemnikéw buhaja. Pierwsza
z frakeji wykazywata ruchliwo$¢ chromatograficzng
wieksza niz gangliozyd GM3 (GM47?), druga (giowna
{lo$ciowa) lokowata sie na wysokoS$cl wzorcowego gan-
gliozydu GMS3, trzecia umiejscawiala sie na wysokasci
wzore wego gangliozydu GMIl1. Ze wzgledu na zbyt
mala ilo$é materiatu frakeje pierwsza i trzecia nie byly
dalej badane.

Oczyszczone glikosfingolipidy obojetne oraz gléwna
frakcja gangliozydowa poddane zostaly analizie che-
micznej. Wyniki iloSciowych oznaczen sfingozyny
i skladnikéw cukrowych podaje tab. 1. W tab. 2 przed-
stawiony zostal sklad kwaséw tlu.zczowych badanych
zwiagzkéw. Otrzymane wyniki wskazuja jednoznacznie,
ze glikolipidy wyizolowane z plemnik6w buhaja nalezg
do lipidéw sfingozynowych. W kazdej frakcji wykryto
obecnc$é sfingozyny, kwasu tiuszezowego i skladnika
cukrowego.

Frakcje A i B glikolipidow obojetnych wykazywaly
sklad typowy dla glukszyloceramidu. Jedynym wykry-
tym cukrem byla glukoza, stosunek molowy sfingozyna-
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1t 2. 3 4

Chromatografia
plemnikéw buhaja
Objasnienia: 1, 2, 3 — frakcje gangliozydowe otrzymane z plem-

Rye. 3. cienkowarstwowa gangliozydow

nikéw buhaja, 4 — gangliozydy wzorcowe,

GDla, GIdlb.

od gory: GMs3, GMI,

-glukcza wyniést w przyblizeniu 1:1. Niewielka 1os-
nica w ruchliwoéei chrematograficzne] miedzy frakeja
A1 B mogla byé specwodowana nieco odmiennym skta-
dem kwasdw tluszezowyeh (tab. 2). We frakeji A nie
stwierdzano obeeno$ei hydroksykwasow, podezas  gdy
frakeja B zawierala pewns ich iloée. We frakeji B
stwierdzono ponadto, w stosunku do frakejli A, wyiszg
zawartcs¢ kwasow nienasyconych 1 nizsza zawartose
kwasow niskoczasteczkowych,

We frakejach C, D, E glikolipidow obojetnych stwier-
dzono obecno$é glukozy i galaktozy. Stosunek molowy
stingozyna-glukoza byl we frakcjach D | E zblizony
do jednosci, we frakeji C stwierdzono pewng przewagso
glukozy nad stingozyna. Przypuszezamy, ze wynik ten
spowodowany byl zaniseczyszezeniem glukoza np. glu-
koza jest skladnikiem Sephadexu i workow dializacyj-
nych, ktore byly uzywane w czasie preparatyki. Sto-
sunek molowy sfingozyna-glukoza réwny jednosci byl
przez nas oczekiwany, poniewaz w wiekszosei glikoli-
pidow ludzkich i zwierzecych glukoza wystepuie jako
jedna reszta w czasteczes w bezposrednim polaczeniu
z ceramidem (2, 15, 31). Stosunek molowy stingozyna-
-galaktoza wahal sie we frakejach C, D i E od 172
do 1,90 c> sugeruje, ze czeéé cukrowa tych lipidow zto-
zona bylo z jednej reszty glukozy i dwaich reszt galak-
tozy. Jest to sklad typowy dla trojheksozyloceramidu
o budowie Gal-Gal-Gle-Cer,

Analiza czedci cukrowej frakeji gangliozydowe] wy-
kazala obecnos¢ glukozy i galaktozy, a stosunek molo-
wy sfingozyna-glukoza-galaktoza wyniost w przyblize-
niu 1:1:1. Wynik ten potwierdza wstepna identyfika-
cj¢ giownej frakeji gangliozydowej jako gangliozydu
GM3  (sjalo-laktozyloceramidu). Glownymi kwasami
tluszezowymi w analizowanych glikolipidach obojetnych
byty 16:0, 18:0, 22:0 i 24:0, we frakeji gangliozydo-

Tab. 2. Sklad procentowy kwaséw ttuszezowych w gliko-
stingolipidach plemnikéw buhaja

Kwas Frakcje )
Huszezowy* | A | B | © | D | E |Gangliozyd
14:0 15 05| — 05 ] 04| 8,3
14:1 25 1,0 32| 13| 12 6,1
16: 0 271 | 225 | 26,8 | 24,7 | 36.8 22.6
16:1 34| 38| 04| 22| 11 8,1
18:0 162 | 114 | 125 | 133 | 177 15,2
18:1 71| 108 62| 81| 79 26,3
20:0 60| 80| 38| 44| 37 9,2
2210 133 129 | 10,7 | 17,0 | 9.2 2.0
24:0 1,7 | 9,9 | 142 | 114 | 65 1,1

26 : 0 slady | slady | $lady | $lady | slady slady
Hydroksy-
kwasy ** — [ 167 | 159 | 115 6,2 | nie oznacz,
Kwasy inne |
niezidenty- . ‘
fikowane 111 2,4 6,3 | 5.6 9,3 0,5

Objasnienia: *.—symbol cyfrowy opisuje lancuch wodoroweglowy
kwasu tluszczowego wg schematu: liczba atomow  wegla @ liezba
wigzan podwojnych. Kwasy tluszezowe rozdzielano w temp. 180°C
na kolumnie wypelnionej no$nikiemn — 10%, SILAR 10C, ** — w obli-
czeniach brano pod uwage frakceje zmieniajace ruchliwosé ehromaio-
graficzng po sjalilacji.

we] przewazaly natomiast 16:0, 18:0, 18:1 (tab, 2).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze glownymi gliko-
stingolipidami w plemnikach buhaja sa glukozylocera-
mid, trojheksozyloceramid nie zawierajgcy heksozoami-
ny craz gangliozyd GM3. Pozostaje jednak nie wyjas-
niona roznica w ruchliwosei chromatograficznej frakeji
C, D i E. Zwykle glikolipidy o takich samych lancu-
chach eukrowyeh lokuja sie na chromatogramach cien-
kowarstwowych w tym samym miejseu lub bardzo blis-
ko siebie. Pcezatkowo sadzono, ze pojawienie sie trzech
roznych frakeji o cechach tréjheksozyloceramidow Spo-
wcdowane bylo obecnoscia reszt siarczanowych w czas-
teczkach badanych zwiazkéw. Z pismiennictwa wiado-
mo, ze homogenaty jader szezura zawieraja enzymy
katalizujace przylaczanie reszt siarczanowych do egzo-
gennego galaktozyloceramidu i laktozyloceramidu oraz
inhibitor regulujacy szybko$c tych reakeji (14). Frak-
cje C, D, E poddano wiec desulfatacji w 0,06M HCL
w metanolu (27), nie zmienito to jednak ich ruchliwogei
chromatograficznych. Zroznicowanie struktury cerami-
dowe], a szczegolnie obecno$¢ roznych kwasow thusz-
czowych sprawia. ze wigkszosc glikosfingolipidow tkan-
kowych o niskiej zawartoSci weglowodanow migruje
na plytkach chromatograticznych w postaci dwéch lub
wigee] pasm {9). W naszym przypadku kwasy tluszezo-
we mogly by¢ przyezyna rozdzialu glukozyloceramidu,
nie wydaje sie jednak prawdopodobne, by wplynely na
rozdzial tréjheksozyloceramidow. Nie stwierdzono wick-
szych roznic w skladzie kwaséw tluszezowych pomiedzy
frakcjami C, D i E. Odpowiedz na zadane pytanie i do-
kladne ustalenie struktury analizowanych glikolipidow
wymaga wigce dalszych badan.

Badania Rittera i wsp. (22) wykazaly, ze plemniki sg
bardzo ubogie w glikosfingolipidy. Mata ilo¢ zwigzkow
w komorce nie $wiadezy jednak o ich niklej roli biolo-
giczne]. Wiadomo, ze lipidy sfingozynowe uczestnicza
w wielu procesach zachodzgeych na poziomie blony
komorkowej (16). Niektore z tyeh zwiazkow (np. gan-
gliozyd GM1) funkcjonuja jako receptory komérkowe
(1. 20). Wykazano np. ze egzogenne gangliozydy hamuja
in vitro tworzenie rozet miedzy limfocytami i erytrocy-
tami myszy (7), stwierdzono tez, ze glikolipid GA1 {(gan-
gliotetraglikozyloceramid) bierze udzial w reakejach
cytolityeznych zachodzacych z udzialem komoérek NK
(ang. natural killer) (23, 24, 26). Z punktu widzenia pa-
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tofizjologii wazne jest, ze wiele glikolipidéw to substan-
cje o wlhasciwosSciach antygenowych biorgcych udziat
w odpowiedzi immunologicznej ustroju, np. reakcja
przeciwciala antyP z globozydem krwinkowym bywa
powodem wstrzaséw poprzeteczeniowych 1 konfliktomw
serologicznych w cigzy (18).

Rola glikosfingolipidéw w komorkach rozrodczych
pozostaje nie wyjadniona. Nie wiadomo, czy ich skiad
i ilo§¢ zmienia sie w czasie zycia plemnikow. Nie wia-
domo jak przebiega synteza i degradacia tych zwiazkow
w procesie kapacytacji. Brak jest takze informacji
o tym, czy egzogenne glikolipidy wywieraja wplyw na
zywotnosé i funkcje plemnikow. Z badan nad innymi
glikckoniugatami wynika, ze zwigzki weglowodanowe
mogg odgrywaé istotng role w spermatogenezie i zaplod-
nieniu (12, 13, 30).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze plemniki bu-
haja zawierajg niewielkie iloSci glikosfingolipidow ty-
powych dla innych zwierzecych tkanek pozaneuronal-
nych {(glukczyloceramid, trojheksozyloceramid, ganglio-
zyd GM3). Dalsze badania nad strukturg chemiczng
tych zwigkéw w komorkach moga sie przyczyni¢ do
wyjasnienia ich roli biologicznej.

Mimo, ze preparatyka glikosfingolipidow z plemmni-
kéw  jest zadaniem trudnym 1 zmudnym, autorzy sa
zdania, ze podjety w tej pracy temat wart jest kon-
tynuowania.
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Oestrophan (Spofa) w leczeniv jatowosci bydta

Summary
Qestrophan (Spofa) in the treatment of cows sterility
The studies were carried out on cows and heifers coming

from individual farms from the Ostroleka district. .The
animals were divided into 4 groups. Group I — was given

Oestrophan twice 11 days apart and the animals were
inseminated after 72 and 96 hours. Group II — was
administered one dose of Oestrophan intramuscularly.
Group III — the animals were treated by corpus luteum

exterpation. Group IV (control) consisted of animals with
spontaneous oestrus during the studies. In the group I after
1—2 ingeminations 95.45% of cows and heifers became
pregnant within 5.5 days since the treatment termination.

In the group II — oestrus appeared in 86.7/ of animals
within 5.4 days. Altogether 86.i% of females bacame
pregnant. A m=an number of days from the therapy fer-

mination to fertilization was 8.5 days. Worse results were
obtained in the groups III and IV. The percentage of fer-
tilization compared with the former groups was 50 and
73.3%, respectively and the number of days from the
treatment termination to fertilization was 5—70 and
20—138 days.

Okres miedzywycieleniowy wynoszacy od 12 do 13
miesiecy zapewnia najwyzsza dzienng wydajno$¢ mlecz-
na i catkowita produkcyjnos¢ w czasie uzytkowania
krowy oraz zwieksza liczbe potomstwa. Aby utrzymac
ten okres na poziomie 12—13 miesigcy, krowa musi
zostaé zacielona w czasie 85—115 dni po porodzie. Czas

45 dni post partum przed pierwszg inseminacjg musi
by¢ zachowany, co w efekcie daje 40—70-dniowy okres,
w ktérym krowa powinna zostaé zacielona.

Sposrod  licznych Srodkdéw  oddzialujagcych na prze-
bieg cyklu rujowego samic zwierzat gospodarskich w
badaniach wlasnych uzyto syntetycznego analogu pro-
staglandyny F 2 alfa — Oestrophan firmy Spofa.
Gléwnym efektem fizjologicznym preparatu Oestrop-
han jest spowodowanie fizjologicznej i morfologicznej
regresji ciatka zd6ttego. Skutkiem tfego dochodzi do
uwalniania wydzielania hormonu wzrostu pecherzyka
(FSH) i w ciggu trzech dni nastepuje wzrost peche-
rzyka Graafa i owulacja. Jest to proces identyczny ze
spontanicznym zanikiem ciatka zoéltego. Takze owula-
cja, potwierdzona badaniem rektalnym, wystepuje w
takim semym czasie, jak w rui cyklicznej.

Dla pcrownania przeSledzono rowniez metode me-
chanicznego wyluszczania f{enukleacji) ciatka zottego
droga ucisku przez Sciane jelita (prostnicy).

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 68 jaldwkach i krowach rasy
nch w rézaym wieku, pochodzacych z gospodarstw indy-

iduainych z terenu s$rodkowo-zachodniego wojewddztwa
ostroteckiezo, leczonych w Lecznicy Specjalistycznej w Ma-
kowie Mazowieckim w okresie od stycznia do grudnia
1989 r. W =zaleznosci od sposobu terapii zwierzeta przy-
dzielono do jedne] z czterech grup. Pierwsza grupa liczyla



