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Synthetic platelet activating factor (PAF) as a boar semen extender component
Summary

The aim of this study was to investigate the effects of PAF addition on selected motility characteristics and
plasmalemma integrity of boar spermatozoa following liquid storage in a boar semen extender, Kortowo-3
(K-3), supplemented with lipoprotein fractions extracted from hen egg yolk (LPFh) or lyophilized lipoprotein
fractions extracted from ostrich egg yolk (LPFo), at 5°C and 16°C.

Sperm motility was evaluated using a computer system (CASA). The determination of AspAT activity in
sperm extracts as well as fluorescent analysis, with a fluorochrome, Hoechst 33258, were used to assess the
plasmalemma integrity overlying the middle-piece and acrosomal regions of spermatozoa, respectively.

It was confirmed that the addition of exogenous PAF to K-3 extender containing LPFh or LPFo had
a beneficial effect on the sperm quality parameters during storage at 5°C or 16°C. This phenomenon
was manifested by an increase in motility and survivability of spermatozoa. The use of LPFh or LPFo as
a component of boar semen extender had a protective effect on the plasmalemma integrity overlying the
middle-piece and acrosomal regions of PAF-treated spermatozoa.
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Plytkowy czynnik aktywujacy — PAF (1-O-alkyl-2-ace-
tyl-sn-glicero-3-fosfocholina) — nalezy do fosfolipidow bto-
nowych. Synteza i degradacja PAF kontrolowana jest ak-
tywnoscia btonowych, cytozolowych i zewnatrzkomorko-
wych enzymow, sposrod ktorych acetylohydrolaza PAF
(PAF-AH; EC 3.1.1.48) petni role zasadnicza (5, 7, 8, 13).
Obecnos¢ PAF stwierdzono dotychczas w plemnikach bu-
haja, cztowieka, knura, krolika oraz myszy (4, 12, 13). Rola
plemnikowego PAF dotyczy udziatu w mechanizmach re-
gulacji glownych funkcji biologicznych gamety meskiej,
tj. ruchliwosci, kapacytacji oraz reakcji akrosomowej (9,
10). Wczesniejsze badania wlasne (6) wykazaty stymulu-
jacy wptyw plytkowego czynnika aktywujacego na aparat
ruchu plemnikow knura, konserwowanych w stanie ptyn-
nym. Niemniej wptyw PAF na ruchliwo$¢ plemnikow jest
uwarunkowany gatunkowo. W przypadku plemnikow bu-
haja nie obserwowano bowiem stymulujacego wptywu PAF
na ruchliwo$¢ omawianych komorek (10).

Doskonalenie metod konserwacji nasienia knura jest pro-
blemem ciagle aktualnym. Celowe jest wigc prowadzenie
badan nad technologia konserwacji oraz doborem odpo-
wiednich komponentow dla rozcienczalnikéw nasienia.
Ostatnio wykazano, ze dodatek frakcji lipoproteinowej izo-
lowanej z zottka jaja ptakoéw do rozcienczalnikow dla na-
sienia knura zwigksza odporno$¢ plemnikéw na udary chto-
dowe, zwlaszcza podczas konserwacji nasienia w tempera-
turze +5°C (15).

Celem badan byto okreslenie wptywu dodatku syntetycz-
nego PAF na wybrane parametry ruchu i stabilnos¢ plaz-

* Praca wykonana w ramach tematu badafh wlasnych UWM w Olsztynie
nr 0103.0206.

molemy plemnikéw knura w regionie akrosomowym
1 wstawkowym, konserwowanych w temperaturach +5°C
1 +16°C w rozcienczalniku Kortowo 3 z dodatkiem lipo-
protein (LPF) izolowanych z zéltka jaja kury domowe;j
(LPFh) i strusia afrykanskiego (LPFo).

Materiat i metody

Ejakulaty uzyskiwano metoda manualng od 3 knuréw, rasy wbp
oraz duroc-hampshire w wieku 3 lat. Zwierzgta utrzymywano
w standardowych warunkach zoohigienicznych. Knury zywiono
mieszanka petnoporcjowa, ze statym dostgpem do wody. Po po-
braniu nasienie saczono przez sterylna gaz¢ w celu usunigcia frak-
cji zelowej i poddawano wstepnej ocenie makroskopowej i mi-
kroskopowej. Koncentracj¢ plemnikéw okre§lano metoda cyto-
metryczna (1).

Ekstrakcje frakcji LPF prowadzono zgodnie z metoda opraco-
wana w Katedrze Biochemii i Biotechnologii Zwierzat UWM
w Olsztynie (15). Frakcja lipoproteinowa zoéttka jaja kurzego
(LPFh) wykorzystywana byta w postaci ptynnej, natomiast frak-
cj¢ lipoproteinowa z zottka jaja strusia afrykanskiego (LPFo) pod-
dawano procesowi liofilizacji, przez 24 godziny, z wykorzysta-
niem liofilizatora Lyph-Lock 6 firmy Labconco.

Probki nasienia rozrzedzano do koncentracji 20 x 106 plemni-
kéw/cm?® z zastosowaniem rozcienczalnika Kortowo 3 (K3)
o osmolarnosci 300 mOsm i nastgpujacym sktadzie: 64,6 mM
cytrynian sodu x 2 H,0, 69,3 mM fruktoza, 8 mM EDTA (werse-
nian disodowy), 14,2 mM octan potasu. Po okresleniu koncentra-
cji sporzadzono nast¢pujace warianty inkubacyjne: nasienie + K3
(proby kontrolne), nasienie + K3 + PAF (1 x 107 M) (Sigma),
nasienie + K3 + LPFh, nasienie + K3 + LPFh + PAF (1 x 107 M),
nasienie + K3 + LPFo, nasienie + K3 + LPFo + PAF (1 x 107 M).
Probki inkubowano w temperaturze +5°C 1 +16°C, az do calko-
witego zaniku ruchu plemnikéw. We wszystkich probkach nasie-
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nia, w kolejnych dniach przecho-
wywania, kontrolowano ruch-
liwo$¢ oraz oceniano stabilnosé
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Tab. 1. Wplyw dodatku PAF na ruchliwo$¢ plemnikéw knura przechowywanych w réznych
wariantach rozcienczalnikéw w temperaturach +5°C i +16°C (n = 18)

plazmo]emy p]emnlk(')w Ruchliwo$¢ plemnikéw (%)
sl | o v
. ink ji inkubacyijn

systemu CASA (CMA-Mika-Sys- | uoacl nkubacyjny Do D1 D3 D6
tem, Stromberg-Mika, Germany). 1* 2* 1 2 1 2 1 2
Okreslano odsetek plemnikow . - 7
ruchliwych, lokalnie ruchliwych K3 (kontrola) 70,3 6,5 33,3 6,0 6,3 3,0 0,0 0,0
oraz plemnikéw nieruchliwych. K3 + PAF 94,00 | 23 | 71,00 | 6,7 | 64,0° | 104 | 10,02 | 20
Wsréd plemnikéw ruchliwych K3 + LPFo 850" | 25 | 720" | 42 | 59,06 | 32 | 00 0,0
oceniano odsetek plemnikow wy- 5°C
kazujacych ruch liniowy, nielinio- K3 + LPFo + PAF | 883" | 6,0 | 88,3° | 50 | 683" | 6,7 | 215" | 8,0
wy i cyrkulacyjny. . K3 + LPFh 87,7 | 3,7 | 80,7° | 3,0 | 70,7 | 65 | 17,50 | 3,0

Stabilno$¢ plazmolemy plemni-
kow w regionie wstawkowym oce- K3 + LPFh + PAF | 94,0P 4,0 90,34 5,0 82,44 9,0 |28,8%¢| 7,0
niano poprzez pomiar aktywnosci K3 (kontrola) 70,32 | 65 | 40,02 | 2,0 | 80°| 60 | 00 0,0
aminotransferazy asparaginiano-
wej (AspAT) w ekstraktach plem- K3 + PAF 940> | 28 | 754" | 82 | 60,0° | 202 | 80a | 33
nikowych, zgodnie z metoda po- K3 + LPFo 8500 | 26 | 76,7° | 58 | 6500 | 49 | 500 | 3,0
dang przez Ciereszko i wsp. (2). 16°C
W tym celu plemniki poddawano K3 + LPFo + PAF | 88,6" | 6,6 | 827" | 88 | 836° | 81 |423° | 32
udarowi chtodowemu poprzez K3 + LPFh 846 | 56 | 749" | 44 | 61,00 | 47 | 6,00 | 28
1-godzinng inkubacj¢ komorek
w temperaturze +4°C (277,2 K). K3 + LPFh + PAF 92,0b 4,6 76,20 | 10,0 58,8b 6,2 12,00 9,0

Probki wirowano (10 000 x g),
a nast¢pnie w plynach nadosado-
wych okreslano aktywno$¢ enzy-
mu, ktora wyrazano w jednostkach
migdzynarodowych (IU/10° plemnikow).

Zmiany integralnosci plazmolemy plemnikdéw w regionie akro-
somowym oceniano metoda fluorescencyjna (16), przy wyko-
rzystaniu fluorochromu Hoechst 33258 oraz mikroskopu epi-
fluorescencyjnego BX41 (Olimpus) przy uzyciu filtru-UV. Sto-
sowano powigkszenie 100-krotne. Zliczano plemniki wykazuja-
ce fluorescencj¢ i odnoszono do catkowitej liczby komorek
widocznych w rozmazie. Wyniki obserwacji wyrazano w % plem-
nikow z uszkodzona plazmolema.

Analizy statystyczne przeprowadzono przy pomocy programu
komputerowego Statistica 6.0 (Statsoft). Stosowano test Dun-
netta.

Wyniki i omowienie

Stwierdzono, ze dodatek PAF, niezaleznie od zastoso-
wanego wariantu rozcienczalnika, temperatury i czasu prze-
chowywania nasienia, wplywa istotnie na zwigkszenie od-
setka plemnikow ruchliwych w porownaniu z proba kon-
trolna (p < 0,05).

W temperaturze +5°C najkorzystniejszy okazat si¢ wa-
riant: K3 + LPFh + PAF (tab. 1). W trzecim dniu przecho-
wywania nasienia obserwowano ponad 80%, a w szdstym
prawie 30% plemnikéw ruchliwych. Zadawalajace rezul-
taty otrzymano roOwniez przy zastosowaniu wariantu inku-
bacyjnego z udzialem frakcji LPFo i PAF (K3 + LPFo +
PAF). W trzecim dniu przechowywania nasienia stwierdzo-
no prawie 70% plemnikéw ruchliwych.

Z kolei podczas inkubacji probek nasienia w temperatu-
rze +16°C zdecydowanie najwyzsza ruchliwo$¢ stwierdzo-
no w wariancie K3 + LPFo + PAF (tab. 1). W trzecim dniu
przechowywania nasienia obserwowano ponad 80% komo-
rek ruchliwych. Nalezy zaznaczy¢, ze w omawianym wa-
riancie wysoka, ponad 40% ruchliwos$¢ plemnikow obser-
wowano jeszcze w szostym dniu przechowywania prob,
podczas gdy w probach kontrolnych (K3), w trzecim dniu
inkubacji prob stwierdzono tylko w 8% odsetek plemni-
kéw ruchliwych.

Objasnienia: 1* — plemniki ruchliwe; 2* — plemniki lokalnie ruchliwe; a, b, ¢, d — warto$ci ozna-
czone roéznymi literami rdznia sig¢ statystycznie istotnie (p < 0,05)

Niezaleznie od czasu przechowywania nasienia i tempe-
ratury inkubacji prob, w wariantach rozcienczalnikow
z dodatkiem LPF i PAF obserwowano istotnie statystycz-
nie wyzszy odsetek plemnikéw wykazujacych ruch linio-
wy w porownaniu z proba kontrolna. Stwierdzono ponad-
to, ze obecnos¢ w skladzie rozcienczalnika LPFh, LPFo
1 PAF powodowata ograniczenie wystgpowania ruchow nie-
prawidlowych plemnikoéw (ruch cyrkulacyjny, ruch nieli-
niowy).

Weczesniejsze badania wiasne (6) wykazaly stymulujacy
wplyw PAF na aparat ruchu plemnikow knura przy steze-
niach nieprzekraczajacych 1 x 10-° M. Stanowito to glow-
na przestanke do zastosowania w niniejszej pracy optymal-
nego stgzenia tego fosfolipidu (1 x 10”7 M). Nalezy dodac,
ze PAF stosowany w stezeniach powyzej 1 x 10 M moze
narusza¢ stabilno$¢ plazmolemy plemnikéw w regionie
wstawkowym jak réwniez akrosomowym (6).

Warto$¢ biologiczna nasienia zalezy, miedzy innymi, od
stanu blon plazmatycznych plemnikéw. Podczas procesu
konserwacji nasienia dochodzi do procesdéw starzeniowych
plemnikdéw, czego wynikiem moga by¢ uszkodzenia plaz-
molemy (15). Wiarygodnym markerem biochemicznym sta-
nu integralnos$ci plazmolemy plemnikéw w regionie wstaw-
kowym jest podatnos¢ tych komoérek na uwalnianie do sro-
dowiska zewnatrzkomorkowego cytoplazmatycznego
AspAT po zastosowaniu kontrolowanego udaru chodowe-
go (2).

Jak wynika z danych przedstawionych na ryc. 1, z uply-
wem czasu przechowywania nasienia, niezaleznie od za-
stosowanego wariantu rozcienczalnika i temperatury inku-
bacji, obserwowano stopniowe obnizenie aktywnosci
AspAT ekstrahowanego z plemnikéw po udarze chtodo-
wym. Omawiane zjawisko dotyczyto szczegolnie wariantow
rozcienczalnika z udziatem frakcji LPFo i PAF, co dowodzi
wlasciwosci ostaniajacych tych substancji wobec plazmo-
lemy plemnikéw. Obserwowana wysoka aktywno$¢ AspAT
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ekstrahowanego z plemnikow bezposred-
nio po rozrzedzeniu nasienia (Do) spo-
wodowana byta zapewne tzw. efektem
rozcienczenia probek nasienia. .|
Otrzymane rezultaty badan podkresla- | °* 7 &
jaudzial frakcji LPF i PAF w stabilizacji
plazmolemy plemnikow w regionie
wstawkowym. Wczesniejsze badania
wykazaty, ze dodatek frakcji LPF do roz-
cienczalnika Kortowo 3 polepsza jego
wlasciwosci ostaniajace wobec plemni-
kéw knura przechowywanych w stanie

600 b

400

300+

ptynnym (3). 2

Prawidtowy przebieg procesu zaptod- | 2907

nienia u ssakow uzalezniony jest, mig-
dzy innymi, od stanu bton plazmatycz-
nych w regionie akrosomowym (14).
Jak wynika z danych przedstawionych
w tab. 2, zastosowanie dodatku LPFo,

100+

Temperatura +5°C

Temperatura +16°C

i

LPFh oraz PAF, powodowato obnizenie 0

odsetka plemnikéw z uszkodzona plaz- po

D3 D6 DO D3 D6

molema w omawianym regionie. Zjawis-

M K3 (kontrola)
B K3+ PAF

[ JK3 + LPFh
I K3 + LPFh + PAF

M K3 + LPFo
[ K3 + LPFo + PAF

ko to przejawiato si¢ spadkiem liczby

plemnikow wykazujacych fluorescencjg,
niezaleznie od temperatury inkubacji i za-
stosowanego wariantu rozcienczalnika.

W posumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze
zastosowanie w sktadzie rozcienczalni-
ka Kortowo 3 dodatku egzogennego PAF
w kombinacji z frakcja lipoprotein (LPFo
i LPFh) wplywato pozytywnie na parametry jako$ci nasie-
nia knura konserwowanego w stanie ptynnym w tempera-
turach +5°C 1 +16°C. Omawiane zjawisko przejawiato si¢
znacznym wzrostem ruchliwos$ci 1 przezywalnosci plemni-
kow, jak rowniez podwyzszona stabilno$cia plazmolemy
omawianych komorek.

Tab. 2. Wplyw dodatku PAF na stabilnos¢ plazmolemy w re-
gionie gléwki plemnik6w knura przechowywanych w réznych
wariantach rozcienczalniko6w w temperaturach +5°C i +16°C
(n=18)

: Plemniki z uszkodzong plazmolema (%)
L

DO D1 D3 D6
K3 (kontrola) 11,22 | 13,0° 15,82 30,52
K3 + PAF 10,32 | 11,2ab | 12,82 | 20,0
. K3 + LPFo 9,32 | 10,320 | 15,82 | 22,3
> K3 + LPFo + PAF | 10,02 | 9,72 | 12,82 | 19.2b
K3 + LPFh 9,32 | 9.8 | 11,22 | 18,20
K3 + LPFh + PAF | 8,82 8,2 11,52 | 19,40
K3 (kontrola) 11,22 | 16,32 | 16,02 | 35,02
K3 + PAF 10,32 | 12,73 | 15,62 | 24,3

) K3 + LPFo 9,32 | 10,6 | 10,5" | 20,0bc
10 K3 + LPFo + PAF | 10,02 9,0 9,5b | 18,8°
K3 + LPFh 9,3a | 10,00 11,520 | 18,8°
K3 + LPFh + PAF | 8,8a | 10,0 9,80 | 16,0°

Objasnienie: a, b, c — warto§ci oznaczone réznymi literami r6z-
nia si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05)

Ryc. 1. Wplyw dodatku PAF na aktywno$é AspAT ekstrahowanego z plemnikow
knura (IU/10° plemnikow) przechowywanych w réznych wariantach rozcienczal-
nikéw w temperaturach +5°C i +16°C (n = 18)

Objasnienie: a, b, ¢ — warto$ci oznaczone réoznymi literami rdznig si¢ statystycznie
istotnie (p < 0,05)
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