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Praca oryginalna Original paper

P³ytkowy czynnik aktywuj¹cy � PAF (1-O-alkyl-2-ace-
tyl-sn-glicero-3-fosfocholina) � nale¿y do fosfolipidów b³o-
nowych. Synteza i degradacja PAF kontrolowana jest ak-
tywno�ci¹ b³onowych, cytozolowych i zewn¹trzkomórko-
wych enzymów, spo�ród których acetylohydrolaza PAF
(PAF-AH; EC 3.1.1.48) pe³ni rolê zasadnicz¹ (5, 7, 8, 13).
Obecno�æ PAF stwierdzono dotychczas w plemnikach bu-
haja, cz³owieka, knura, królika oraz myszy (4, 12, 13). Rola
plemnikowego PAF dotyczy udzia³u w mechanizmach re-
gulacji g³ównych funkcji biologicznych gamety mêskiej,
tj. ruchliwo�ci, kapacytacji oraz reakcji akrosomowej (9,
10). Wcze�niejsze badania w³asne (6) wykaza³y stymulu-
j¹cy wp³yw p³ytkowego czynnika aktywuj¹cego na aparat
ruchu plemników knura, konserwowanych w stanie p³yn-
nym. Niemniej wp³yw PAF na ruchliwo�æ plemników jest
uwarunkowany gatunkowo. W przypadku plemników bu-
haja nie obserwowano bowiem stymuluj¹cego wp³ywu PAF
na ruchliwo�æ omawianych komórek (10).

Doskonalenie metod konserwacji nasienia knura jest pro-
blemem ci¹gle aktualnym. Celowe jest wiêc prowadzenie
badañ nad technologi¹ konserwacji oraz doborem odpo-
wiednich komponentów dla rozcieñczalników nasienia.
Ostatnio wykazano, ¿e dodatek frakcji lipoproteinowej izo-
lowanej z ¿ó³tka jaja ptaków do rozcieñczalników dla na-
sienia knura zwiêksza odporno�æ plemników na udary ch³o-
dowe, zw³aszcza podczas konserwacji nasienia w tempera-
turze +5°C (15).

Celem badañ by³o okre�lenie wp³ywu dodatku syntetycz-
nego PAF na wybrane parametry ruchu i stabilno�æ plaz-

molemy plemników knura w regionie akrosomowym
i wstawkowym, konserwowanych w temperaturach +5°C
i +16°C w rozcieñczalniku Kortowo 3 z dodatkiem lipo-
protein (LPF) izolowanych z ¿ó³tka jaja kury domowej
(LPFh) i strusia afrykañskiego (LPFo).

Materia³ i metody
Ejakulaty uzyskiwano metod¹ manualn¹ od 3 knurów, rasy wbp

oraz duroc-hampshire w wieku 3 lat. Zwierzêta utrzymywano
w standardowych warunkach zoohigienicznych. Knury ¿ywiono
mieszank¹ pe³noporcjow¹, ze sta³ym dostêpem do wody. Po po-
braniu nasienie s¹czono przez steryln¹ gazê w celu usuniêcia frak-
cji ¿elowej i poddawano wstêpnej ocenie makroskopowej i mi-
kroskopowej. Koncentracjê plemników okre�lano metod¹ cyto-
metryczn¹ (1).

Ekstrakcjê frakcji LPF prowadzono zgodnie z metod¹ opraco-
wan¹ w Katedrze Biochemii i Biotechnologii Zwierz¹t UWM
w Olsztynie (15). Frakcja lipoproteinowa ¿ó³tka jaja kurzego
(LPFh) wykorzystywana by³a w postaci p³ynnej, natomiast frak-
cjê lipoproteinow¹ z ¿ó³tka jaja strusia afrykañskiego (LPFo) pod-
dawano procesowi liofilizacji, przez 24 godziny, z wykorzysta-
niem liofilizatora Lyph-Lock 6 firmy Labconco.

Próbki nasienia rozrzedzano do koncentracji 20 × 106 plemni-
ków/cm3 z zastosowaniem rozcieñczalnika Kortowo 3 (K3)
o osmolarno�ci 300 mOsm i nastêpuj¹cym sk³adzie: 64,6 mM
cytrynian sodu × 2 H

2
O, 69,3 mM fruktoza, 8 mM EDTA (werse-

nian disodowy), 14,2 mM octan potasu. Po okre�leniu koncentra-
cji sporz¹dzono nastêpuj¹ce warianty inkubacyjne: nasienie + K3
(próby kontrolne), nasienie + K3 + PAF (1 × 10�7 M) (Sigma),
nasienie + K3 + LPFh, nasienie + K3 + LPFh + PAF (1 × 10�7 M),
nasienie + K3 + LPFo, nasienie + K3 + LPFo + PAF (1 × 10�7 M).
Próbki inkubowano w temperaturze +5°C i +16°C, a¿ do ca³ko-
witego zaniku ruchu plemników. We wszystkich próbkach nasie-
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nia, w kolejnych dniach przecho-
wywania, kontrolowano ruch-
liwo�æ oraz oceniano stabilno�æ
plazmolemy plemników.

Ocenê ruchu plemników prze-
prowadzono przy zastosowaniu
systemu CASA (CMA-Mika-Sys-
tem, Strömberg-Mika, Germany).
Okre�lano odsetek plemników
ruchliwych, lokalnie ruchliwych
oraz plemników nieruchliwych.
W�ród plemników ruchliwych
oceniano odsetek plemników wy-
kazuj¹cych ruch liniowy, nielinio-
wy i cyrkulacyjny.

Stabilno�æ plazmolemy plemni-
ków w regionie wstawkowym oce-
niano poprzez pomiar aktywno�ci
aminotransferazy asparaginiano-
wej (AspAT) w ekstraktach plem-
nikowych, zgodnie z metod¹ po-
dan¹ przez Ciereszko i wsp. (2).
W tym celu plemniki poddawano
udarowi ch³odowemu poprzez
1-godzinn¹ inkubacjê komórek
w temperaturze +4°C (277,2 K).
Próbki wirowano (10 000 × g),
a nastêpnie w p³ynach nadosado-
wych okre�lano aktywno�æ enzy-
mu, któr¹ wyra¿ano w jednostkach
miêdzynarodowych (IU/109 plemników).

Zmiany integralno�ci plazmolemy plemników w regionie akro-
somowym oceniano metod¹ fluorescencyjn¹ (16), przy wyko-
rzystaniu fluorochromu Hoechst 33258 oraz mikroskopu epi-
fluorescencyjnego BX41 (Olimpus) przy u¿yciu filtru-UV. Sto-
sowano powiêkszenie 100-krotne. Zliczano plemniki wykazuj¹-
ce fluorescencjê i odnoszono do ca³kowitej liczby komórek
widocznych w rozmazie. Wyniki obserwacji wyra¿ano w % plem-
ników z uszkodzon¹ plazmolem¹.

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

Wyniki i omówienie
Stwierdzono, ¿e dodatek PAF, niezale¿nie od zastoso-

wanego wariantu rozcieñczalnika, temperatury i czasu prze-
chowywania nasienia, wp³ywa istotnie na zwiêkszenie od-
setka plemników ruchliwych w porównaniu z prób¹ kon-
troln¹ (p £ 0,05).

W temperaturze +5°C najkorzystniejszy okaza³ siê wa-
riant: K3 + LPFh + PAF (tab. 1). W trzecim dniu przecho-
wywania nasienia obserwowano ponad 80%, a w szóstym
prawie 30% plemników ruchliwych. Zadawalaj¹ce rezul-
taty otrzymano równie¿ przy zastosowaniu wariantu inku-
bacyjnego z udzia³em frakcji LPFo i PAF (K3 + LPFo +
PAF). W trzecim dniu przechowywania nasienia stwierdzo-
no prawie 70% plemników ruchliwych.

Z kolei podczas inkubacji próbek nasienia w temperatu-
rze +16°C zdecydowanie najwy¿sz¹ ruchliwo�æ stwierdzo-
no w wariancie K3 + LPFo + PAF (tab. 1). W trzecim dniu
przechowywania nasienia obserwowano ponad 80% komó-
rek ruchliwych. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e w omawianym wa-
riancie wysok¹, ponad 40% ruchliwo�æ plemników obser-
wowano jeszcze w szóstym dniu przechowywania prób,
podczas gdy w próbach kontrolnych (K3), w trzecim dniu
inkubacji prób stwierdzono tylko w 8% odsetek plemni-
ków ruchliwych.

Niezale¿nie od czasu przechowywania nasienia i tempe-
ratury inkubacji prób, w wariantach rozcieñczalników
z dodatkiem LPF i PAF obserwowano istotnie statystycz-
nie wy¿szy odsetek plemników wykazuj¹cych ruch linio-
wy w porównaniu z prób¹ kontroln¹. Stwierdzono ponad-
to, ¿e obecno�æ w sk³adzie rozcieñczalnika LPFh, LPFo
i PAF powodowa³a ograniczenie wystêpowania ruchów nie-
prawid³owych plemników (ruch cyrkulacyjny, ruch nieli-
niowy).

Wcze�niejsze badania w³asne (6) wykaza³y stymuluj¹cy
wp³yw PAF na aparat ruchu plemników knura przy stê¿e-
niach nieprzekraczaj¹cych 1 × 10�6 M. Stanowi³o to g³ów-
n¹ przes³ankê do zastosowania w niniejszej pracy optymal-
nego stê¿enia tego fosfolipidu (1 × 10�7 M). Nale¿y dodaæ,
¿e PAF stosowany w stê¿eniach powy¿ej 1 × 10�4 M mo¿e
naruszaæ stabilno�æ plazmolemy plemników w regionie
wstawkowym jak równie¿ akrosomowym (6).

Warto�æ biologiczna nasienia zale¿y, miêdzy innymi, od
stanu b³on plazmatycznych plemników. Podczas procesu
konserwacji nasienia dochodzi do procesów starzeniowych
plemników, czego wynikiem mog¹ byæ uszkodzenia plaz-
molemy (15). Wiarygodnym markerem biochemicznym sta-
nu integralno�ci plazmolemy plemników w regionie wstaw-
kowym jest podatno�æ tych komórek na uwalnianie do �ro-
dowiska zewn¹trzkomórkowego cytoplazmatycznego
AspAT po zastosowaniu kontrolowanego udaru chodowe-
go (2).

Jak wynika z danych przedstawionych na ryc. 1, z up³y-
wem czasu przechowywania nasienia, niezale¿nie od za-
stosowanego wariantu rozcieñczalnika i temperatury inku-
bacji, obserwowano stopniowe obni¿enie aktywno�ci
AspAT ekstrahowanego z plemników po udarze ch³odo-
wym. Omawiane zjawisko dotyczy³o szczególnie wariantów
rozcieñczalnika z udzia³em frakcji LPFo i PAF, co  dowodzi
w³a�ciwo�ci os³aniaj¹cych tych substancji wobec plazmo-
lemy plemników. Obserwowana wysoka aktywno�æ AspAT
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)alortnok(3K 3,07 a 5,6 3,33 a 0,6 1 3,6 a 0,3 0,0 a 0,0

FAP+3K 0,49 b 3,2 0,17 b 7,6 0,46 b 4,01 1 0,01 a 0,2

oFPL+3K 0,58 b 5,2 0,27 b 2,4 0,95 b 2,3 0,0 a 0,0

FAP+oFPL+3K 3,88 b 0,6 3,88 c 0,5 3,86 b 7,6 5,12 b 0,8

hFPL+3K 7,78 b 7,3 7,08 c 0,3 7,07 c 5,6 5,71 b 0,3

FAP+hFPL+3K 0,49 b 0,4 3,09 d 0,5 4,28 d 0,9 8,82 c,b 0,7

61 °C

)alortnok(3K 3,07 a 5,6 0,04 a 0,2 1 0,8 a 0,6 0,0 a 0,0

FAP+3K 0,49 b 8,2 4,57 b 2,8 0,06 b 2,02 1 a0,8 3,3

oFPL+3K 0,58 b 6,2 7,67 b 8,5 0,56 b 9,4 0,5 a 0,3

FAP+oFPL+3K 6,88 b 6,6 7,28 b 8,8 6,38 c 1,8 3,24 c1 2,3

hFPL+3K 6,48 b 6,5 9,47 b 4,4 0,16 b 7,4 0,6 a 8,2

FAP+hFPL+3K 0,29 b 6,4 2,67 b 0,01 1 8,85 b 2,6 0,21 b1 0,9

Tab. 1. Wp³yw dodatku PAF na ruchliwo�æ plemników knura przechowywanych w ró¿nych
wariantach rozcieñczalników w temperaturach +5°C i +16°C (n = 18)

Obja�nienia: 1* � plemniki ruchliwe; 2* � plemniki lokalnie ruchliwe; a, b, c, d � warto�ci ozna-
czone ró¿nymi literami ró¿ni¹ siê statystycznie istotnie (p £ 0,05)
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ekstrahowanego z plemników bezpo�red-
nio po rozrzedzeniu nasienia (Do) spo-
wodowana by³a zapewne tzw. efektem
rozcieñczenia próbek nasienia.

Otrzymane rezultaty badañ podkre�la-
j¹ udzia³ frakcji LPF i PAF w stabilizacji
plazmolemy plemników w regionie
wstawkowym. Wcze�niejsze badania
wykaza³y, ¿e dodatek frakcji LPF do roz-
cieñczalnika Kortowo 3 polepsza jego
w³a�ciwo�ci os³aniaj¹ce wobec plemni-
ków knura przechowywanych w stanie
p³ynnym (3).

Prawid³owy przebieg procesu zap³od-
nienia u ssaków uzale¿niony jest, miê-
dzy innymi, od stanu b³on plazmatycz-
nych w regionie akrosomowym (14).
Jak wynika z danych przedstawionych
w tab. 2, zastosowanie dodatku LPFo,
LPFh oraz PAF, powodowa³o obni¿enie
odsetka plemników z uszkodzon¹ plaz-
molem¹ w omawianym regionie. Zjawis-
ko to przejawia³o siê spadkiem liczby
plemników wykazuj¹cych fluorescencjê,
niezale¿nie od temperatury inkubacji i za-
stosowanego wariantu rozcieñczalnika.

W posumowaniu nale¿y stwierdziæ, ¿e
zastosowanie w sk³adzie rozcieñczalni-
ka Kortowo 3 dodatku egzogennego PAF
w kombinacji z frakcj¹ lipoprotein (LPFo
i LPFh) wp³ywa³o pozytywnie na parametry jako�ci nasie-
nia knura konserwowanego w stanie p³ynnym w tempera-
turach +5°C i +16°C. Omawiane zjawisko przejawia³o siê
znacznym wzrostem ruchliwo�ci i prze¿ywalno�ci plemni-
ków, jak równie¿ podwy¿szon¹ stabilno�ci¹ plazmolemy
omawianych komórek.
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Ryc. 1. Wp³yw dodatku PAF na aktywno�æ AspAT ekstrahowanego z plemników
knura (IU/109 plemników) przechowywanych w ró¿nych wariantach rozcieñczal-
ników w temperaturach +5°C i +16°C (n = 18)
Obja�nienie: a, b, c � warto�ci oznaczone ró¿nymi literami ró¿ni¹ siê statystycznie
istotnie (p £ 0,05)
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5°C

)alortnok(3K 2,11 a 0,31 aa 8,51 a 5,03 a

FAP+3K 3,01 a 2,11 ba 8,21 a 0,02 b

oFPL+3K 1 3,9 a 3,01 ba 8,51 a 3,22 b

FAP+oFPL+3K 0,01 a 1 7,9 ba 8,21 a 2,91 b

hFPL+3K 1 3,9 a 1 8,9 ba 2,11 a 2,81 b

FAP+hFPL+3K 1 8,8 a 1 2,8 ba 5,11 a 4,91 b

61 °C

)alortnok(3K 2,11 a 3,61 aa 0,61 a 0,53 a

FAP+3K 3,01 a 7,21 ba 6,51 a 3,42 b

oFPL+3K 1 3,9 a 6,01 ba 5,01 b a 0,02 cb

FAP+oFPL+3K 0,01 a 1 0,9 ba 1 b5,9 8,81 c

hFPL+3K 1 a3,9 0,01 ba a 5,11 ba 8,81 c

FAP+hFPL+3K 1 a8,8 0,01 ba 1 8,9 b 0,61 c

Tab. 2. Wp³yw dodatku PAF na stabilno�æ plazmolemy w re-
gionie g³ówki plemników knura przechowywanych w ró¿nych
wariantach rozcieñczalników w temperaturach +5°C i +16°C
(n = 18)

Obja�nienie: a, b, c � warto�ci oznaczone ró¿nymi literami ró¿-
ni¹ siê statystycznie istotnie (p £ 0,05)


