Streszczenie

Nasienie knura rozni si¢ wieloma parametrami makro- 1 mikroskopowymi od nasienia
innych gatunkoéw zwierzat. Wiaze si¢ to z konieczno$cia przechowywania go do celow
inseminacyjnych w postaci niezamrozonej. Jednakze, przechowywane w temperaturze
15 — 17°C nasienie zachowuje zdolnosci zaptadniajace zaledwie przez kilka dni (1 — 95)
z powodu postepujacej degradacji plemnikéw bedacej wynikiem niekorzystnie dzialajacych

czynnikéw srodowiska zewngtrznego.

Celem pracy bylo opracowanie metody wytwarzania stabilnego, antyoksydacyjnego
preparatu enzymatycznego przeznaczonego do przedluzania zdolnosci zaptadniajacych

plemnikow nasienia knura przechowywanego w stanie niezamrozonym.

Materialem do badan byt czosnek jadalny (Allium sativum L.), z ktérego wyizolowano
roslinng dysmutaze ponadtlenkowa, enzymy pochodzenia zwierzecego - SOD z erytrocytow
wolowych 1 katalazg (CAT) watroby wolowej, ktore zastosowano w procesie tworzenia
koniugatow enzymatycznych oraz plemniki do testow biologicznych pobrane od knurow rasy

PBZ (Polska Biata Zwistoucha).

Roslinna SOD, tanio 1 wydajnie wyizolowana z czosnku, wystepuje w postaci
aktywnego monomeru o masie molekularnej okoto 14 kDa. Zastosowanie dwuetapowego
oczyszczania pozwolitlo uzyska¢ jednorodny preparat zawierajacy 4-krotnie oczyszczony
enzym o aktywnos$ci 3101 Usop/mg biatka. W przypadku katalazy dwuetapowe oczyszczanie
pozwala uzyska¢ jednorodny preparat, 1,65- krotnie oczyszczony o aktywnosci

9330 Ucat/mg. Katalaza ma mas¢ molekularna okoto 125 kDa 1 jest aktywnym dimerem.

Proces tworzenia koniugatu CAT 1 SOD przeprowadzono przy uzyciu aldehydu
dekstranu (AD). Otrzymana mieszaning produktow CAT-AD-SOD frakcjonowano na sicie
molekularnym. Obecnos$¢ bialka oraz obu aktywnoS$ci enzymatycznych w tej samej frakcji
potwierdzaty obecno$¢ koniugatu. W koniugatach CAT 1 SOD laczyly si¢ ze soba
w zmiennym stosunku molowym lezacym w granicach od 0,08 do 1,00. Najliczniejsza grupe
polaczen stanowily zwiazki, w ktorych na dwa monomery katalazy przypadat jeden monomer
dysmutazy ponadtlenkowej 1 koniugaty, w ktorych na jeden monomer katalazy przypadat

jeden monomer dysmutazy.



Wolne enzymy CAT 1 SOD oraz ich koniugaty CAT-AD-SOD zamykano
w strukturach liposomowych zbudowanych z lecytyny i cholesterolu (Lec/Chol). Najlepsza
wydajno$¢ zamykania biatka w strukturze liposomoéw Lec/Chol uzyskano dla liposomow
z wigksza zawarto$cia cholesterolu (Lec/Chol 6:4, mol/mol), formowanych w roztworze
o wigkszej zawartosci biatka (5 mg/ml) przy zastosowaniu procedury FAT-MLV-VET400 nm.
We wszystkich przypadkach enzymy pozostawaty aktywne. Tak otrzymane enzymosomy,

przechowywane w temperaturze 4°C, pozostawaty stabilne przez co najmniej 2 miesiace.

Do zbadania skutecznos$ci dziatania antyoksydacyjnego wykonanych enzymosomow
wybrano nasienie knura, pobierane rutynowo do inseminacji, ktore w odréznieniu od nasienia
innych gatunkéw, z powodu duzej wrazliwosci na niskie temperatury nie moze byc¢
przechowywane w stanie zamrozonym. Do 1 ml nasienia zawieszonego w rozrzedzalniku
dodawano taka ilo$¢ enzymosomow, ktora odpowiadata aktywnosci 200 Ucar, 150 Usop
1 w przypadku koniugatu 200/150 Uca1/Usop. Tak przygotowane proby byty przechowywane
w temperaturze 17°C przez 12 dni. Po zakonczeniu 4., 8. 1 12. dnia inkubacji w kazdej probie
mierzono aktywno$¢ oddechowa plemnikow przy pomocy elektrody tlenowej Clark’a.
Uzyskane wyniki potwierdzily negatywny wpltyw czasu na aktywno$¢ aparatu ruchu
plemnikoéw knura przechowywanych przez 12 dni, 1 wykazaly, ze zmiany te nalezy wiazac

Z procesem utraty integralnosci wewngtrznej blony mitochondridéw wstawki plemnikow.

Wzbogacenie rozrzedzalnika enzymosomami zawierajacymi koniugat katalazy
1 dysmutazy ponadtlenkowej zabezpiecza plemniki przed uszkodzeniem ich aparatu ruchu, nie
ograniczajac jednocze$nie aktywnosci enzymoOw mitochondrialnego systemu transportu

elektronow.



