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Activity of the trypsin inhibitor on the semen plasma of the polar fox Alopex lagopus L.
during the reproductive season

Summary

The aim of this work was to determine the activity of the akrosin inhibitor on the basis of depressing the
tripsin activity of polar fox (Alopex lagopus) semen and to follow the changes that affect these properties
throughout the whole reproductive season. Additionally, the molecular forms of the inhibitor were electro-
phoretically separated. The research covered 126 ejaculates obtained manually seven times from 18 polar
foxes (at intervals of 10-12 days). The highest inhibitor activity was observed in the seminal plasma from the
ejaculates obtained in the first sample, the lowest results were characteristic of the fifth sample. The lowest
activity of the akrosin inhibitor, determined on the basis of depressing the tripsin activity, indicates either the
weakest protection of the semen proteins along with the whole reproductive system from the influence of the
akrosin devoid of damaged acrosomes or the already initiated process of proteolysis.
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U roznych gatunkow zwierzat miejscem bogatym
w enzymy umozliwiajace interakcj¢ gamet w czasie
zaptodnienia jest akrosom plemnika. To wiasnie w nim
stwierdzono obecnos$¢ proteinaz serynowych, tiolo-
wych, arylowych, karboksylowych oraz metaloprote-
inaz (3). Wiele z nich bierze rowniez udzial w proce-
sie regulacji ruchu plemnikow, jak rowniez w degra-
dacji starzejacych si¢ plemnikow w naj qdrzach (6 14).
Najbardziej poznanym, a zarazem najwazniejszym
enzymem branym pod uwagg przy ocenie jakosci na-
sienia nalezacym do proteinaz serynowych —enzymow
proteolitycznych majacych w swym centrum aktyw-
nym seryng, jest akrosyna (12). Ten trypsynopodobny,
zwiazany z blona wewngtrzna akrosomu plemnika
enzym bierze bezposredni udziat w procesie zaptod-
nienia ssakow, poprzez katalizowanie reakcji hydroli-
tycznego rozpadu ostonki przejrzystej komorki jajo-
wej (11) oraz uczestniczy w dyspersji matrix akroso-
mu i przytaczania plemnikow do zona pellucidda (12).
Istotna rolg w regulacji aktywnosci akrosyny petnia
obecne w plazmie nasienia inhibitory tego enzymu (8),
zaadsorbowane na zewngtrznej powierzchni btony
plazmatycznej plemnikéw. Inhibitory te (dzigki posia-
danej duzej zdolnosci wigzania sig z akrosyna lub tryp-
syna) sa naturalnymi antagonistami akrosyny. Glowna
funkcja inhibitoré6w akrosyny jest ochrona bialek na-
sienia i tkanek uktadu rozrodczego przed proteolitycz-
nym i immunogennym dziataniem tego enzymu, uwal-

nianego z uszkodzonych lub obumartych plemnikéw
(11). W takich przypadkach uwalniana akrosyna jest
trwale wiazana przez te inhibitory. Ich zawarto$¢
w plazmie nasienia uzalezniona jest od gatunku, a na-
wet od wieku zwierzat (10). Wedtug Torskiej (12),
w ejakulowanych plemnikach cztowieka, knura czy try-
ka molowa zawarto$¢ inhibitorow odpowiada molo-
wej zawartosci akrosyny.

W nienaruszonym akrosomie, akrosyna wraz z na-
turalnymi inhibitorami oraz z forma zymogenowa, tzw.
proakrosyna, stanowi system akrosynowy plemnikow
(4). W plemnikach ejakulowanych prawie cata akro-
syna wystgpuje w formie nieaktywnej. Dopiero po
uszkodzeniu akrosomu czy to w czasie reakcji akro-
somowej, czy tez pod wplywem niekorzystnych wa-
runkow Srodowiska proakrosyna aktywowana jest do
akrosyny (3). Dlatego tez odpowiednia zawarto$c¢ pro-
akrosyny 1 akrosyny w plemnikach jest wskaznikiem
stabilno$ci akrosomow 1 moze by¢ wykorzystana jako
biochemiczny test w ocenie jakosci nasienia konser-
wowanego (1).

W dostepnej literaturze wiadomosci o pozostatych
proteinazach obecnych w akrosomie plemnika sa
przedstawiane w sposob fragmentaryczny. Do mniej
poznanych proteinaz o specyficznosci trypsynowej
mozna zaliczy¢ wykryty w plemnikach cztowieka sys-
tem sperminogen-spermina czy w plemnikach buhaja
inhibing. SH-proteinazg zaliczana do grupy proteinaz
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tiolowych wyizolowano z plemnikoéw wigkszo$ci ga-
tunkow zwierzat hodowlanych. Natomiast proteinazy
karboksylowe zwane inaczej kwasnymi poznano dzigki
wyizolowanej z jader krolika proakrozyminy (3).

Celem badan byto okreslenie: a) aktywnosci inhibi-
tora akrosyny w plazmie nasienia lisa polarnego na
podstawie hamowania aktywnosci trypsyny oraz prze-
Sledzenie zmian, jakim ten parametr podlega w okre-
sie sezonu reprodukcyjnego, b) form molekularnych
inhibitora trypsyny.

Materiat i metody

Materialem badawczym bylo nasienie pobrane siedmio-
krotnie od osiemnastu lisow polarnych Alopex lagopus L.
pochodzacych z fermy zwierzat futerkowych w Lachowie
k. Szubina w wojewodztwie kujawsko-pomorskim. Probki
nasienia pozyskiwano od samcoéw metoda manualna przez
caly okres wzmozonej aktywnosci ptciowej, tj. od potowy
lutego do polowy kwietnia 2003 roku, w odstgpach 10-12-
-dniowych, uzyskujac ogétem 126 ejakulatow. Po odwiro-
waniu plemnikow z ejakulatow (10 minut przy 8000 x g)
pozyskano plazme nasienia, w ktorej oznaczono aktywnosé
inhibitorow akrosyny na podstawie hamowania aktyw-
nosci trypsyny, a takze wykonano profile elektroforetycz-
ne form molekularnych inhibitora. Powyzsze badania wy-
konano w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
PAN w Olsztynie.

Oznaczanie spektrofotometryczne inhibitora znajdujace-
go si¢ w plazmie nasienia wykonano w kuwetach polisty-
renowych, za pomoca spektrofotometru firmy Beckman
(lampa vis, faktor 980,50). W tym celu sporzadzono taki
roztwor trypsyny, w ktorym aktywnos$¢ tego enzymu wy-
nosita okoto 36-40 U/l (ok. 6 mg trypsyny wotowej roz-
puszczono w 300 cm? buforu Tris-HCI o stgzeniu 0,05
molowym i pH 8,2). Podczas oznaczania aktywnosci spo-
rzadzony roztwoér przechowywano w lodzie. Po kalibracji
aparatu przystapiono do oznaczenia inhibitora w badanych
probkach. W tym celu plazmg liséw polarnych rozcienczo-
no 200 x buforem Tris-HCL. Dalszy sposob przygotowania
probek zostal przedstawiony w tab. 1. Po 5-minutowe;j in-
kubacji probek (temp. 25°C) w spektofotometrze do kaz-
dej z kuwet dodano po 0,1 cm?® roztworu BAPNA (do
0,0217 g BAPNA dodano 2,5 cm® DMSO, a po rozpusz-
czeniu 7,5 cm?® buforu Tris-HCIl), wymieszano ich zawar-
tos$¢ i dokonano pomiaru przy dtugosci fali 410 nm co
1 minutg przez 5 minut. Zebrane wyniki aktywnosci po pod-
stawieniu do wzoru: (aktywnos$¢ wzorcowa — aktywnos¢
inhibitorowa prébki) x rozcienczenie plazmy przedstawio-
ne byly w postaci U/l.

Tab. 1. Przygotowanie probek do oznaczenia

. Wzorzec Badana
MGt (cm3) prébka (cm3)

Bufor z albuming (do 0,083 g albuminy 0.30 0.25
wotowej dodano 50 ¢cm3 buforu Tris-HCI) ’ ’

CacCl, (0,2 M roztwdr chlorku wapnia 0.05 0.05
rozpuszczony w buforze Tris-HCI) ’ ’

Roztwor trypsyny wotowej 0,05 0,05
Plazma (odpowiednio rozcieficzona) - 0,05
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Elektroforetyczne wykrywanie aktywnosci inhibitorow
trypsyny przeprowadzono na zelach poliakrylamidowych
o roznej gestosci, zgodnie z metodyka opracowang przez
Laemmli’ego (7), z zastosowaniem aparatu do elektrofore-
zy pionowej Mighty Small II firmy Amersham Pharmacia
Biotech. (Szwecja). Rozdzielenia bialek dokonano dwoma
réznymi sposobami: za pomoca elektroforezy niedenatu-
rujacej, zwang inaczej natywna i denaturujacej (z dodat-
kiem dodecylo siarczanu sodu — SDS).

Elektroforeza natywna (bez dodatku SDS) pozwala roz-
dzieli¢ biatka ze wzgledu na gestosé ich fadunku. Brak de-
tergentu w postaci SDS powoduje utrzymanie biatka w sta-
nie niezdenaturowanym. Rozdziaty elektroforetyczne prze-
prowadzono na 10% zelach poliakrylamidowych. Przed
elektroforeza probki plazmy nasienia mieszano z buforem
obcigzajacym w stosunku 1 : 1. Na Zel nanoszono po 21 ul
proby. Rozdziaty przeprowadzono w buforze Tris-glicyna
o pH 8,3 przy 20 mA 1200 V przez 85 minut. Po zakoncze-
niu elektroforezy zele inkubowano w roztworze trypsyny
wotowej (1,5 mg trypsyny wolowej w 25 cm? 0,1 molowe-
go buforu fosforanowego pH 7,4/1 zel) przez 15 minut
w temperaturze 37°C. Nastgpnie zlano roztwor trypsyny,
a zele zalano mieszaning barwiaca (13).

Masy molekularne rozdzielonych biatek oznaczono me-
toda elektroforezy denaturujacej (SDS-PAGE). Rozdziaty
przeprowadzano na 12,5% zelach poliakryloamidowych
z dodatkiem SDS, dzigki ktéremu biatka w plazmie nasie-
nia zostaja rozbite na podjednostki — tancuchy polipepty-
dowe. Przed elektroforeza proby plazm nasienia rozcien-
czono roztworem soli fizjologicznej w stosunku 1 : 3,
a nastepnie uzyskany roztwor zmieszano z buforem do przy-
gotowania prob z dodatkiem SDS 1 DTT (ditiotreitol)
w stosunku 1 : 1. Z przygotowanej mieszaniny pobrano
0,005 cm® i naniesiono do odpowiednich studzienek w zelu.
Rownolegle naniesiono mieszaning standardow firmy
Bio-Rad: fosforylaza B (110,0 kDa), albumina surowicy
wotowej (90,0 kDa), albumina jaja kurzego (51,2 kDa), an-
hydraza weglanowa (36,2 kDa), sojowy inhibitor trypsyny
(29,0 kDa) i lizozym (21,4 kDa). Rozdziat elektroforetycz-
ny biatek plazmy nasienia przeprowadzono przy statym
nat¢zeniu 40 mA i napigciu o wartosci 200 V. Po zakon-
czeniu elektroforezy (okoto 90 minut) zele umieszczono
w 100 cm® roztworu barwiacego, na 18 godzin w tempera-
turze pokojowej. Nastgpnie nadmiar barwnika wyptukano
z zelu rozpuszczalnikiem o sktadzie woda : metanol : kwas
octowy w proporcji 8 : 2 : 1, do uzyskania bezbarwnego
tha. Z tak przygotowanego elektroforogramu, na podstawie
mas molekularnych wzorcow, wyznaczono masy czastecz-
kowe rozdzielonych frakcji biatkowych. Masy moleku-
larne frakcji biatkowych byly oceniane przy uzyciu pro-
gramu Kodak 1D (Eastman Kodak company, New Haven,
USA).

Uzyskane wyniki aktywnosci inhibitora nie spetniaty
zatozen o normalnos$ci rozktadu i jednorodnos$ci wariancji,
dlatego szacowanie statystycznej istotno$ci oddziatywania
terminu pobrania nasienia na warto$ci aktywnosci wyko-
nano z wykorzystaniem nieparametrycznej jednoczynniko-
wej analizy wariancji (test Kruskala-Wallisa). Obliczenia
statystyczne uzyskanych wynikow wykonano przy pomo-
cy programu Statistica 5.0 oraz Microsoft Excel 2003.
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Ryc.1 Aktywno$¢ inhibitora trypsyny w plazmie nasienia lisa
polarnego w sezonie rozrodczym [U/1]

Wyniki i omowienie

Oznaczona w plazmie nasienia lisa polarnego, sred-
nia aktywno$¢ inhibitora trypsyny dla catego sezonu
rozrodczego wynosita 3305,71 U/l. Najwyzsza aktyw-
nos$¢ inhibitora stw1erdzon0 w plazmie nasienia z eja-
kulatéw uzyskanych podczas pierwszego pobrania
4296,48 U/], natomiast najnizsza charakteryzowaly si¢
proby pozyskane w pobraniu piatym 2089,83 U/l
(ryc. 1). Uzyskane wartosci aktywnosci inhibitora tryp-
syny roznily sig statystycznie istotnie (przy p < 0,001)
w zalezno$ci od terminu pobrania, co potwierdzit za-
stosowany test nieparametryczny. Najbardziej nieko-
rzystnym wydaje si¢ pobranie piate, gdzie oznaczona
aktywno$¢ inhibitora jest najnizsza, co z kolei §wiad-
czy o najstabszej ochronie bialek nasienia i catego
uktadu rozrodczego przed dzialaniem uwolnione]
z uszkodzonych akrosoméw — akrosyny lub o rozpo-
czetej juz proteolizie. Uzyskane warto$ci aktywnos$ci
inhibitora trypsyny skorelowano z innymi parametra-
mi biochemicznymi. Dzigki wyznaczonym zalezno$-
ciom oraz uzyskanym dodatnim i statystycznie istot-
nym wspolczynnikom korelacji z koncentracja plem-
nikow (r = 0,65, przy p < 0,01), z aktywno$cia fosfa-
tazy alkalicznej (r = 0,81, przy p < 0,01) i kwasne;j
(r=0,65, przy p < 0,01) mozna stwierdzi¢, ze za po-
chodzenie tych inhibitoréw odpowiedzialne sa najad-
rza. Z kolei wyznaczony wspotczynnik korelacji mig-
dzy aktywno$cia inhibitora a zawartoscia biatka ogdl-
nego w plazmie nasienia (r = 0,36, przy p < 0,01) su-
geruje ochrong plemnikow przed proteoliza podczas
przebywania ich w nasieniowodach (2).

Przeprowadzona elektroforeza natywna (bez $rod-
kéw denaturujacych) wykazata w plazmie nasienia
obecno$¢ trzech, rézniacych si¢ tempem migracji,
molekularnych form inhibitora trypsyny (5). Naryc. 2
przedstawiono biatka o aktywno$ci inhibitora w plaz-
mie nasienia pochodzacej od dziewigciu losowo wy-
branych lisow podczas pierwszego pobrania. We
wszystkich probach wykryto trzy rézne formy tego
inhibitora, sposrdod ktorych tylko druga forma, o $red-
nim tempie migracji, stanowila szerokie pasmo. Po-
dobnej ocenie poddano plazmg nasienia pozyskang od
dziewigciu tych samych lisow podczas ostatniego —
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Rye. 2. Profil elektroforetyczny bialek o aktywnosci inhibito-
ra trypsyny uzyskany w wyniku elektroforezy natywnej
(plazmy pochodzace od losowo wybranych liséw — pobranie
pierwsze)

+

Ryec. 3. Profil elektroforetyczny bialek o aktywnosci inhibito-
ra trypsyny uzyskany w wyniku elektroforezy natywnej
(plazmy pochodzace od losowo wybranych liséw — pobranie
siodme)

+

Ryec. 4. Profil elektroforetyczny bialek o aktywnoSci inhibito-
ra trypsyny uzyskany w wyniku elektroforezy natywnej
(plazmy pochodzace losowo wybranego osobnika przez
wszystkie siedem pobran)

siodmego pobrania (ryc. 3). Badane plazmy charakte-
ryzowaty si¢ obecnos$cia form molekularnych inhibi-
tora trypsyny o najwigkszym i §rednim tempie mlgra-
cji. W niektorych tylko przypadkach pojawita sig¢ do-
datkowo trzecia forma tego inhibitora. Najbardziej
intensywnym, a zarazem najszerszym pasmem okaza-
ta sig, podobnie jak to byto w pobraniu pierwszym,
forma o $§rednim tempie migracji. Porownujac plazme
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Ryec. 5. Profil elektroforetyczny inhibitora trypsyny uzyskany w wyniku
elektroforezy SDS-PAGE (plazmy pochodzace od jednego osobnika przez

wszystkie siedem pobran)

pozyskana w dwoch pobraniach pod katem obecnosci
réznych form molekularnych inhibitora wyraZnie za-
uwaza si¢ zanik jednej z nich. W celu stwierdzenia,
od ktorego pobrania nastgpuje zanik tej formy, wyko-
nano obrazy elektroforetyczne aktywnos$ci inhibitora
dla jednego osobnika przez wszystkie siedem pobran
(ryc. 4). Z uzyskanego elektroforogramu wynika, ze
trzy formy pojawiaja si¢ w plazmie zawsze na poczat-
ku sezonu rozrodczego. W pozniejszych pobraniach
mozna stwierdzi¢ zanik formy inhibitora o najwolniej-
szym tempie migracji.

W celu oszacowania masy molekularnej inhibitora
w plazmie nasienia lisow polarnych zastosowano elek-
troforez¢ denaturujaca (SDS-PAGE). Uzytym marke-
rem byla mieszanina szesciu wzorcow o réznych ma-
sach molekularnych (110,0-21,4 kDa). Naryc. 5 przed-
stawiono rozdzielenie elektroforetyczne biatek w plaz-
mie nasienia pochodzacej od jednego osobnika przez
wszystkie siedem pobran. W wyniku rozdzialu we
wszystkich przypadkach uzyskano dwa, rdézniace si¢
zabarwieniem pasma. W postaci ciemniejszych pasm
widoczne jest biatko o aktywnosci esterazy (26,5 kDa),
natomiast jasniejsze prazki wykazywaty cechy pro-
teinazy serynowej (23,6 kDa). Masa czasteczkowa tego
pasma podobna byla do masy trypsyny, ktora w orga-
nizmach ssakéw aktywuje 1 degraduje inne enzymy
9, 14).

Podsumowanie

W dostepnym pismiennictwie niewiele uwagi po-
swigca si¢ aktywnosci 1 formom molekularnym inhi-
bitora trypsyny obecnego w plazmie nasienia lisa po-
larnego, dlatego tym cenniejsze wydaja si¢ wyniki
uzyskane w badaniach wtasnych. Autorzy wykazali
w badaniach elektroforetycznych obecnos¢ trzech form
inhibitora o r6znym tempie migracji w polu elektrycz-
nym. Pod koniec sezonu reprodukcyjnego obok wy-
raznego obnizenia aktywnosci tego biatka stwierdzi¢
mozna spadek, a czasami wrgcz zanik formy inhibi-

993

kDa tora o najwolniejszym tempie migracji. Te

—110,0 b@a%ka inhibitorowe, syntetyzowane gtow-

«90,0 hiewnajadrzach odpowiedzialne sa za blo-
kowanie aktywnosci wolnej akrosyny, kt6-
ra jako enzym proteolityczny moze prowa-

512 dzi¢ do destrukcji plemnikéw w meskim
uktadzie rozrodczym.

—362 . Dzigki prowadzonej kontroli aktywnosci
inhibitora akrosyny (oznaczonego na pod-
stawie hamowania aktywnos$ci trypsyny),

29,0 mozna w dowolnym momencie sezonu roz-
rodczego ocenic jakos$¢ pobranego nasienia.

—214 Uzyskane wowczas wyniki staja si¢ bardzo

przydatne w praktyce, gdyz kazdego hodow-
ce interesuje nasienie o wysokiej wartosci
hodowlanej, na ktora sktada sig, migdzy in-
nymi, wysoka aktywno$¢ inhibitora w plaz-
mie nasienia.
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