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Mapowanie biatek plazmy nasienia knura
przy wykorzystaniu metody elektroforezy
dwukierunkowej w zelu poliakryloamidowym™!
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Mapping of boar seminal plasma proteins by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis

Summary

An attempt was made to use a modified 2-D PAGE technique to analyze seminal plasma proteins and their
polymorphisms in relation to boar age and season. The 2-D PAGE analysis of seminal plasma proteins
was performed using a buffer pH gradient of 3 to 10. Modifications to the 2-D PAGE procedure included
substituting mercaptoethanol (ME) with dithiothreitol (DTT) and the use of a specific reagent assay (Plus One
2-D Clean-Up Kit, Amersham Biosciences), which markedly improved the resolution of the electrophoregrams.
Polymorphisms by polypeptide mapping of boar seminal plasma were dependent on the animal age and
season. Furthermore, the amount of polypeptides detected in the seminal plasma was significantly lower in 12
month-old boars compared with 3 year-olds. Additionally, the seminal plasma polypeptides were markedly
lower in the summer than in the autumn. The results of the study showed that mapping seminal plasma
proteins may be used as a marker for the secretor activity of boar accessory sex glands, and as a selection

criterion for male reproduction.
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Plazma nasienia jest kompleksem biatek, ktérych
synteza zwiazana jest z jadrami, najadrzami 1 dodat-
kowymi gruczotami ptciowymi (14). W sktadzie bio-
chemicznym biatek plazmowych zidentyfikowano en-
zymy, hormony (12), inhibitory proteinaz, glikoprote-
iny (15). Optaszczajac sig po ejakulacji na powierzch-
ni plazmolemy w obrebie struktur biochemicznych
plemnikow, biatka staja si¢ systemami polifunkcyjny-
mi warunkujacymi zdolnos¢ zapfadniajaca plemnikow,
decydujacymi czgsto o ptodnosci samca (17). W ostat-
nim okresie uzyskano interesujace rezultaty badan
wskazujace, ze niektore biatka plazmowe determino-
wacé moga ptodnos$¢ buhajoéw (7), ogieréw (1) i1 knu-
row (4). Podkreslono ich wptyw na przydatnos$¢ na-
sienia do kriokonserwacji (5). Niemniej za niezbgdne
nalezy uzna¢ dalsze poszukiwania nowych rozwigzan
metodycznych pozwalajacych na charakterystyke
strukturalnq bialek plazmy nasienia zwiazanych z ptod-
noscia.

Obok rutynowo stosowanych w laboratoriach bio-
chemicznych metod chromatografii powinowactwa,

* Badania wykonane w ramach tematu badan statutowych UWM w Olszty-
nie nr 0103.0803.

chromatografii odwroconej fazy HPLC, sekwencjono-
wania biatek, szczegdlne zainteresowanie dotyczy
wysokorozdzielczych metod elektroforezy. Dwukie-
runkowa elektroforeza w zelu poliakryloamidowym
(2-D PAGE), obok spektrometrii masowej (MS), na-
lezy do bloku analitycznego stosowanego w proteo-
mice, umozliwiajac, migdzy innymi, mapowanie bia-
tek (1 1). Termin mapowanie bialek (protein mapping)
dotyczy identyfikacji pojedynczych polipeptydow
w ztozonych mieszaninach biatek przy wykorzystaniu
metody 2-D. Omawiana metoda stanowi polaczenie
izoelektroogniskowania (IEF) 1 elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym w obecno$ci soli sodowe;j siar-
czanu dodecylosodowego (SDS-PAGE) (10). W ten
sposob metoda 2-D pozwala na jednoczesna identyfi-
kacje biatek na podstawie ich fadunku elektrostatycz-
nego oraz masy czasteczkowej. Dwukierunkowa elek-
troforeza w zelu poliakryloamidowym zostata wyko-
rzystana do charakterystyki plazmy nasienia r6znych
gatunkow ssakow (1-3, 7, 9).

Celem badan byta ocena zmiennosci liczby polipep-
tydow w plazmie nasienia, identyfikowanych metoda
elektroforezy dwuklerunkowej, w zalezno$ci od wie-
ku knuréw 1 sezonu, w ktérym pozyskiwano nasienie.
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Materiat i metody

Material doswiadczalny. Ejakulaty pobierano metoda
manualna od trzech knuréw rasy wbp i pbz stacjonujacych
w Laboratorium Biologii Rozrodu Katedry Biochemii
i Biotechnologii Zwierzat UWM w Olsztynie. Analizie
poddano 24 ejakulaty. Uzyskano zgodg Lokalnej Komisji
Etycznej w Olsztynie na pobieranie nasienia.

Przygotowanie probek plazmy nasienia do rozdzia-
low elektroforetycznych metoda 2-D PAGE. Do badan
stosowano plazme nasienia uzyskana po dwukrotnym wi-
rowaniu nasienia przez 20 minut, odpowiednio, przy 900 x g
110 000 x g, w temperaturze pokojowe;j. Przed wykona-
niem rozdziatu elektroforetycznego w probach oznaczano
zawarto$¢ biatka (18). Zastosowano oryginalna, zmodyfi-
kowana, procedurg przygotowania prob plazmy nasienia
do rozdzialow elektroforetycznych. Proby rozcienczano do
koncowej koncentracji 0,1 mg biatka/ml i preinkubowano
w obecnosci specyficznego zestawu odczynnikowego (Plus
One 2-D Clean-Up Kit, Amersham Biosciences) zgodnie
z procedura podang przez producenta. Po preinkubacji proby
zawieszano w 100 pl zmodyfikowanego buforu lizujacego
(9,5 M mocznik — Amersham Biosciences, 2% Triton
X-100 — Sigma, 65 mM (0,65 x 10! M) DTT — Serva, 2%
roztwor amfolitow w zakresie pH 3-10 — Amersham Bio-
sciences) i poddawano elektroforezie dwukierunkowe;.

Elektroforeza dwukierunkowa (2-D PAGE) bialek
plazmy nasienia. Przeprowadzono ja zgodnie z metoda po-
dana przez O’Farrel i wsp. (10), w gradiencie pH 3-10.

Izoelektroogniskowanie (IEF). Zele do izoelektroognis-
kowania (9,2 M mocznik, 4% poliakryloamid — Sigma, 20%
Triton X-100, 2% roztwor amfolitow w zakresie pH 3-10)
poddawano wstepnej preelektroforezie z zastosowaniem
zmiennych warto$ci napigeia (200 V — 10 min., 300 V —
15 min., 400 V — 15 min.). Zasadniczy rozdziat elektrofo-
retyczny, poprzedzony elektoforeza wstepna (500 V —
10 min.) prowadzono w temperaturze pokojowej (850 V —
4,5 godziny).

Elektroforeza denaturujaca (SDS-PAGE). Po izoelek-
troogniskowaniu, zele poddawano inkubacji w buforze
ekwilibrujacym (0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8; 2,3% SDS,
5,0% 2-merkaptoetanol — Serva, 10% glicerol — POCH,
Gliwice, 0,05% bitekit bromofenolowy, metanol — POCH,
Gliwice) przez 10 minut. Rozdziaty elektroforetyczne pro-
wadzono w 15% zelu poliakryloamidowym w obecnosci
(SDS) oraz przy zastosowaniu buforu Tris-glicyna-SDS (pH
8,3) (8), wykorzystujac aparat Mini Protean II (Bio-Rad).

Detekeja probek po elektroforezie 2-D PAGE. Zele
poliakryloamidowe barwiono metoda srebrowa z wykorzy-
staniem zestawu odczynnikow Silver staining kit (Amer-
sham Biosciences) (6). Analiz¢ elektroforegramow prze-
prowadzono z zastosowaniem programu komputerowego
PD Quest™ (B10 Rad). Prograrn ten pozwala na jednoczes-
ne i precyzyjne wyznaczenie masy czasteczkowej oraz ta-
dunkoéw elektrostatycznych analizowanych biatek.

Wplyw wieku i pory roku na profil elektroforetycz-
ny polipeptydéw plazmy nasienia knura. Probki plazmy
nasienia stosowane w badaniach elektroforetycznych
uzyskiwano z ejakulatow 3 knurdéw spetniajacych kryteria
normospermii, w odniesieniu do wybranych wskaznikow
makroskopowych, mikroskopowych, morfologicznych oraz
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Tab. 1. Wybrane wskazniki ejakulatow (n = 24)

Wskaznik X "“’:‘;*‘('1’:;'““
Objetos¢ ejakulatu (cmd) 248,78 100-400
Koncentracja plemnikéw (108/cm3) 580,44 150-600
Ruchliwos$¢ plemnikdw (%) 68,17 > 50
——— ] m |
Biatko catkowite (mg/cm?) 36,33 okoto 38,00

zawartos$ci biatka catkowitego (tab. 1). Po pobraniu ejaku-
laty saczono przez sterylna gaz¢ w celu usuniecia frakcji
galaretowatej, a nast¢pnie poddawano wirowaniu przy
10 000 x g w ciagu 15 minut, w temperaturze pokojowe;.
Uzyskana w ten sposdb plazme nasienia przechowywano
w temperaturze —80°C (193,2 K) do czasu dalszych analiz.
Uwzgledniono 12-miesigczne przedziaty wiekowe knurow.
Badaniami profili elektroforetycznych objeto plazmy na-
sienia uzyskane od knurow w wieku: 12 miesigcy, 24 mie-
sigcy, 36 miesigcy 1 dodatkowo 42 miesiecy. Uwzglednia-
jac zmiany dlugosci dnia §wietlnego oraz wptyw tego zja-
wiska na wlasciwosci biologiczne nasienia wyodrebniono
cztery okresy, w ktorych wykonano badania profili elek-
troforetycznych, tj. wiosenny (obejmujacy miesiace: kwie-
cien, maj, czerwiec), letni (obejmujacy miesiace: lipiec,
sierpien, wrzesien), jesienny (obejmujacy miesiace: paz-
dziernik., listopad, grudzien) oraz zimowy (obejmujacy
miesiace: styczen, luty, marzec).

Analizg statystyczna przeprowadzono przy pomocy pro-
gramu komputerowego Statistica 6.0 (statsoft). Stosowano
test Dunnetta.

Wyniki i omowienie

Biatka plazmy nasienia knura wykazuja tendencjg
do agregacji powodowanej, mi¢dzy innymi, ich gliko-
proteinowym charakterem (15), co w znacznym stop-
niu utrudnia ich analizg elektroforetyczna. Stosowa-
nie klasycznej metody elektroforezy dwukierunkowej
(2-D) do analizy omawianych substancji nie daje za-
dowalajacych rezultatow, co przejawia si¢ niska roz-
dzielczo$cia otrzymanych ektroforegramow i w kon-
cowym efekcie nie pozwala na ich obiektywna analizg.
W niniejszych badaniach podjgto probe adaptacji me-
tody (2-D) do analizy biatek plazmy nasienia knura.

W wyniku modyfikacji metody 2-D PAGE, polega-
jacej na zastosowaniu specyficznego zestawu odczyn-
nikowego (Plus One 2-D Clean-Up) do preinkubacji
prob, otrzymano wzrost rozdzielczosci elektroforegra-
méw. Zastosowanie preinkubacji w znacznym stop-
niu redukowato ingerencje¢ substancji niepozadanych,
takich jak: kwasy nukleinowe, detergenty, sole, lipidy,
fenole. Dodatkowo zastapienie w buforze lizujacym
2-merkaptoetanolu DTT (ditiotreitolem), posiadajacym
wigksza zdolno$¢ redukcji mostkéw disiarczkowych
ze wzgledu na obecno$¢ w sktadzie dwoch grup tiolo-
wych (-SH), wptywato pozytywnie na rozdzielczo$¢
elektroforetyczna biatek plazmy nasienia knura. Ob-
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nika, odpowiednio, od 52 w wieku 12
10 miesigcy do 131 w wieku 36 miesig-
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cy. Dynamiczny wzrost liczby poli-
peptyddéw obserwowano szczeg6lnie
~ w przedziale 20-40 kDa, od 16 u knu-
ra w wieku 1 roku do 53 u osobnika
w wieku 3 lat oraz w grupie polipep-
tydow o masie czasteczkowej 40-90
a kDa, od 24 w wieku 12 miesigcy do
49 w wieku 36 miesigcy. Zmianom
ilosciowym frakcji polipeptydowych
towarzyszylo pojawienie si¢ bialek
o nowych wlasciwosciach bioche-
micznych, ktérych przejawem byly
wartos$ci pl biatek w zakresie pH obo-
< jetnego, a szczegolnie zasadowego.
Dotyczylo to zwtaszcza polipeptydow
w przedziale mas czasteczkowych od
20 do 40 kDa i od 40 do 90 kDa.
Rezultaty analiz ilosciowych pro-
fili polipeptydowych plazmy nasienia
z uwzglednieniem wieku knuréow
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: > przedstawia ryc. 2A. W analizowa-
nych probkach plazmy nasienia ob-
serwowano, potwierdzony statystycz-
nie, wzrost ogolnej liczby polipepty-
dow wraz z uptywem wieku knurow,
. odpowiednio, od 72 w wieku 1 roku
" HE do 125 w wieku 3 lat. U osobnikéw
w wieku 3,5 roku stwierdzono tylko
nieznaczny wzrost liczby polipepty-
dow. Na podkreslenie zastuguje fakt
istotnego wzrostu liczby polipepty-
dow u osobnikow 3-letnich, szczegol-
nie w przedziale mas czasteczkowych
< od 20 do 40 kDa. Rowniez w pozo-
statych grupach (> 20 kDa, 40-90
kDa) najwyzsza liczbe pohpeptydow
obserwowano u osobnikdéw w wieku
- 3-3,5 roku.
Wyniki badan wskazywa¢ moga na

40-90 kDa
(49%)

20-40 kDa
(53%)

(29)

<20 kDa

Ryc. 1. Elektroforeza dwukierunkowa (2-D) bialek plazmy nasienia knura w wie- osiagnigcie petnej zdolno$ci sekrecyj-

ku 12 miesi¢cy (A) i 36 miesigcy (B)
Objasnienia: * — liczba polipeptydow

serwowane zjawisko pozwolito na zastosowanie me-
tody 2-D do analizy map polipeptydowych plazmy
nasienia z uwzglednieniem wieku knuréw i pory roku.
W obrebie analizowanych elektroforegramow wyod-
rebniono trzy grupy polipeptydow, przyjmujac za kry-
terium podziatu ich masg czasteczkowa, tj.: < 20,1
kDa — grupa I; 20,1-40 kDa — grupa II; 40-90 kDa —
grupa III.

Jak wynika z danych przedstawionych naryc. 1, wraz
z uptywem wieku knura obserwowano zmiany 110s010-
we 1 jakoSciowe w skladzie map polipeptydowych.
Zjawisko to przejawiato si¢ szczegodlnie wzrostem
ogolnej liczby polipeptydow u analizowanego osob-

nej dodatkowych gruczotdéw ptcio-

wych knura w wieku okoto 3 lat. Zja-

wisko to zapewne dotyczy szczegol-
nie gruczotow pecherzykowych, ktore u knura sa glow-
nym zrédlem biatek plazmy nasienia (15).

Jak wynika z danych przedstawionych na ryc. 2B,
najwyzsza, potwierdzona statystycznie, liczbe polipep-
tydow obserwowano w okresie | jesiennym — 122, naj-
nizsza w letnim — 84. W okresie zimowym i wiosen-
nym zanotowano warto$ci posrednie. Wyniki takie
dotyczyly wszystkich grup analizowanych polipepty-
dow, niezaleznie od ich masy czasteczkowej. Tym nie-
mniej istotny wzrost liczby polipeptydow w okresie
jesiennym stwierdzono w grupach w przedziale mas
czasteczkowych 20-40 kDa i1 40-90 kDa, odpowied-
nio: 551 56. Natomiast dla okresu letniego wartosci te
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