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Podczas konserwacji nasienia zaréwno w sta-
nie plynnym, jak i ma etapach technologii za-
mrazania, moga nastepowaé¢ zmiany przepusz-
czalnosei blon plazmatycznych plemnika prze-
jawiajace sie obnizemiem ruchliwosei komorek
oraz uwalnianiem do srodowiska zewmatrzko-
morkowego enzymow akrosomu i wstawki (9,
11, 18, 19, 30, 21, 35). Stopien ,wycieku” en-
zyvmoéw informowaé moze nie tylko o nasileniu
smian starzeniowych struktur plemnikow w
czasie przechowywania nasienia, ale réwniez
posrednio sugerowaé o jego zdolnosci zaplad-
niajacej (22, 23, 24). Tym niemniej jednak
przydatnosé praktyczna omawianych metod
biochemicznych oceny jakosei nasienia  jest
ograniczona ze wzgledu na niedoskonalos¢ wy-
posazenia aparaturowego laboratoriow zalta-
dow unasieniania. Wynikaja stad potrzeby po-
szukiwania szybkich metod selekcji niespraw-
nych komorek, zwlaszeza wystepujgeych po za-
mrozeniu-rozmrozeniu nasienia.

W ostatnim okresie opracowano szereg tech-
nik selekeji frakeji ruchliwych plemnikow
przy zastosowaniu gradientu stezenia albumin
(10, 26, 28), gradientu Percollu (1, 3), techniki
podplywowej (tzw. swim-up) — (3, 4) oraz fil-
tracji przez perelki i wlokna szklane (2, 15).
Zainteresowanie wymienionymi technikami
wzrasta z uwagi na mozliwo$¢ wykorzystania
w praktyce ejakulatow pochodzacych od osob-
nikéw oligospermicznych (3).

7 drugiej strony szybki postep dokonujgcy
sie w zakresie rozwoju metod zaplodnienia in
vitro oocytow zwierzat gospodarskich (3, 14)
wymaga zastosowania meskich komorek pleio-
wych o wysokiej wartosci biologiczne]. Stwier-
dzono bowiem, ze obnizenie odsetka implanto-
wanych zarodkow, uzyskanych w wyniku za-
plodnienia in vitro moze by¢ ispowodowana
przez plemhniki z defektami morfologicznymi i
zaburzeniami funkcjonalnymi (3).

Podjeto réwniez proby wykorzystania selek-
¢ji ruchliwych plemnikéow do réznicowania ka-
riotypdéw wymienionych komérek, zwlaszcza w
zakresie stosunkéw ilodciowych komorek z X
i Y chromosomami (4, 5, 10).

*) Praca wykonana w ramach CPBP 05.06. pt.:
logia i patologia rozrodu zwierzgt gospodarskich’.
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Wizystkie prezentowane dotychczas w pis-
miennictwie S$wiatowym techniki selekcyine
obcigzone sa pewnymi niedoskonalosciami do-
tyczacymi miedzy innymi slabego odzysku ko-
morek ruchliwych z ogolnej populacji nanie-
sionych na kolumne oraz ograniczonego stoso-
wania ilosciowego pojedynczej kolumny wypel-
nionej specyficznym nosnikiem.

Celem pracy bylc okreslenie wlasciwosci se-
lekeyinyeh polskiego preparatu chitynowego,
przygotowanego do rozdzialu wedlug wezesniej
opracowanej przez nas metodyki (13). Testem
porownawczym byla technika selekcji plemmi-
kow z zastosowaniem Sephadexu G-15, opra-
cowana znacznie wezesniej przez Graham i wsp.
(12).

Material i metody

Badania przeprowadzono na mrozonym nasieniu bu-
hajéw rasy cb uzytkowanych w SHiUZ w Olsztynie,
Uzyte do badan nasienie cechowalo sie ruchliwoscig
plemnikéw po rozmrozeniu od 10 do 60%. Jako ko-
lumny rozdzielcze zastosowano plastikowe strzykaw-
ki o pojemnogei 5 cm® i drednicy 1,4 cm, ktorych dno
uszezelniono wata szklang, a wylot zakoiczono we-
zvldem z zaciskaczem. Nawazke odpowiednio sprepa-
rowanej chityny (prod. MIR w Gdyni) — (6, T)
umieszezano w kolumience, zalewano ok. 10 em? 5%
NaOH na okres ok. 3 godzin w temperaturze pokojo-
wej., Nastepnie plukano woda dejonizowang do od-
czynu obojetnego, zalewano ok. 10 ml 3% kw. cy-
trynowym (ok. 3 godz.), ponownie plukano woda de-
jonizowana do odczynu obojetnego. Po sjczeniu ko-
lumne z chitvna przemywano kilkakrotnie objetoscia
wody dejonizowanej, a nastepnie poddawano proce-
sowi regeneracji z zastosowaniem 5% NaOH i 3%
kwasu cytrynowego.

Zregenerowane kolumny sluzyly do przeprowadze-
nia saczen prébek nasienia, W przypadku nosnika
Sephadex G-15 zastosowano metodyke opracowana
przez Graham i wsp. (12) oraz Fayemi i wsp. (8).
Kolumienki wypeliano 20% Zelem Sephadex G-15
(40—120 p firmy Pharmacia). BezpoSrednio przed sia-
czeniem kolumienki wypelnione noénikami przemy-
wano plynem Ringera (16) o temperaturze R i il o
Préby nasienia o objetosci 500 pl (koncentracja plem-
nikéw okolo 0,15X10% nanoszono pipetg automatycz-
ng. Plemniki wymywano z kolumienek 1 cm?® porcja-
mi plynu Ringera.

Frakcje plemnikéw ruchliwych (zywe) i nieruchli-
wych (martwe) zbierano do kalibrowanych probowek.
Wymywanie konczono, gdy w wycieku z kolumny nie
stwierdzono obecnosci plemnikéw. Zaréwno przed
sgezeniem, jak i bezpoSrednio po sgczeniu dokony-
wano oceny jakosci nasienia.
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Analizy mikroskopowe obejmowaly ocene:

— odsetka plemnikéw ruchliwych metoda wizualng
przy uzyciu mikroskopu z wmontowanym podgrze-
waczem (temperatura 37°C),

— koncentracji plemnikéw metoda cytometryczng,

— stanu akrosomdéw po uprzednim ich wybarwieniu
wedlug metody Watsona (27). Uzyskane dane licz-
bowe poddano analizie statystycznej (17).

Wyniki i omdéwienie

Sgezeniu na kolumnach wypelnionych nos-
nikiem chitynowym i sephadexowym poddano
dwie jakosciowo roézne proby rozmrozonego na-
sienia buhaja tj. charakteryzujgce sie znacznym
odsetkiem plemnikéw ruchliwyich po rozmro-
zeniu (powyzej 30%) oraz nasienie zdyskwali-
fikowane po ocenie mikroskopowej ze wazgledu
na odbiegajgcy od normy odsetek komoérek
wykazujacych ruch postepowy. W obu warian-
tach zastosowanych nosnikow uzyskano istotny
wzrost plemnikow ruchliwych po sgczeniu na-
sienia. Tym niemniej jednak rezultaty saczenia

Tab. 1. Rezultaty saczenia nasienia buhaja o niskiej

ruchliwosci wyjéciowej plemnikéw po rozmrozeniu
(n=14)
Hiary Odsatek plemnikow ruchbiwych
statys- PO PrIESQLZeRZLU A 5IERLO PrZez kolumng,
tyczne porozmrozeniu cmtyln.owo, scphac)qu,xowa‘
% 16,79 61,43"" 45,71
) 372 770 44,58
% 2216 12,53 25,33
Objasnienie: ** — jstotnos¢ roéznic miedzy $rednimi I>TI
(p<0,01).

Tab. 2. Wplyw rodzaju nos$nika na odsetek plemnikéw

ruchliwych wuzyskanych po przesgczeniu nasienia za-

kwalifikowanego do inseminacji (ruchliwo$é plemni-
kéw powyzej 30%) (h=14)

Odsetek plemnikow ruchliwych

Miary
statys- poroTMIOZENIL poprresgcreniu lasignia przez kolumng
byczne crthylnowa, saph.ac‘icxowq
I
X 3583 7167 Me 625
3 7 36 258 612
v 20, 54 3158 379

Objasnienie: jak w tab. 1.

na kolumnach chitynowych byly statystycznie
wysoko istotne w porownaniu do nodnika se-
phadexowego (tab. 1, tab. 2). Zwtaszcza w przy-
padku préb nasienia zdyskwalifikowanego po
rozmrozeniu stwierdzono prawie 3,7-krotny
wzrost odsetka plemnikéw ruchliwych. W od-
niesieniu do kolumny sephadexowej wyznacz-
nik ten byl zdecydowanie nizszy (tab. 1). Po-
dobne réznice, chociaz mniej dobitnie zaznaczo-
ne, uzyskano w przypadku préb nasienia o wy-
sokiej jakosci po rozmrozeniu (tab. 2).

Jak wynika z danych tabeli 3 saczenie w po-
rownianiu do prob nasienia uzyskanych bezpo-
srednio po rozmrozeniu ma obu nosnikach
zwicksza odsetek plemnikow z mormalnym
akrosomem. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic w zakresie omawlanych war-
tosci pomiedzy nosnikiem chitynowym i sepha-
dexowym. Zwraca natomiast uwage wieksza
stabilno$¢ struktur akrosomowych plemnikow
sgezonych na kolummach chitynowych, ktore
poddane byly inkubacji w temperaturze 37°C.

Uzyskane rezultaty pozwalaja wnioskowaé o
lepszej efektywnoscei podzialu frakeji plemni-
kowych w przypadku préb nasienia saczonych
na nodniku chitynowym anizeli sephadexowym.
Zjawisko to jest trudne do interpretacji. Zwig-
zane jest ono zapewne z obecnosciag wieksze]j
liczby wolnych grup glukozoaminoacylowych
w preparacie chitynowym i wynikajacych stad
lepszych mozliwosci selekcyjnego réznicowania
stanu plazmolemmy plemnikéw naniesionych
na kolumne. W przebiegu saczenia na cbu nos-
nikach frakcje plemnikéw ruchliwyech uzyski-
wane sa jako pierwsze po wprowadzeniu ptynu
wymywajgcego. Natomiast frakcja plemnikow
nieruchliwych (martwa) wigzana jest silniej =z
nos$nikiem i wymywana jest z kolumny dopie-
ro po kilkakrotnym jej przemywaniu. Jednak,
o ile w przypadku wariantu nosnika chitymno-
wego mozliwe jest wypltukanie frakeji oma-
wianych komorelk, to w odniesieniu do nos$nika
sephadexowego wydaja sie by¢ bardziej trwale
zwigzane. Zjawisko powyzsze pozwala na kil-
kakrotne uzycie kolumny chitynowej do sa-
czenia prob nasienia o réznej jakosci po roz-
mrozeniu.

Na ryc. 1 przedstawiono zmiany ruchliwosei
frakeji plemnikow ,,zywych” zawieszonych w

Tab. 3. Wplyw rodzaju nosnika na zmiany odsetka plemnikéw z normalnym akrosomem (NAR) podezas
inkubacji w temperaturze 37°C (n=14)

Plemniki z NAR (%)

Miary Nasierie po chityna sephadex G-15
statys- rozmrozeniu | ‘ BEG I
tyczne ruchliwe rieruchlive ruchliwe rietuchliwe
Oh, 05h A0h oh 05h A410n Oh, )73 05r A40n Oh
x 44 8B65 8836 9372 9243 9040 8193 9293 90,57 89,75 80,43
S 420 470 422 284 343 623 630 305 350 4,57 592
v 460 530 477 305 3M 6,89 769 328 386 509 7,36
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Ryc. 1. Zmiany ruchliwos$ei plemnikdéw uzyskanych

po saczeniu nasienia zakwalifikowanego do insemina-
cji (temperatura inkubacji 37°C)

plynie Ringera i inkubowanych w temperatu-
rze 37°C. Charakterystycznym jest wyrazne
skrocenie okresu przezywalnosci komoérek sg-
czonych na obu nosnikach, w porownaniu do
prob nasienia po rozmrozeniu. Wynika to za-
pewne ze zmian funkcjonalnych plazmolemmy
zwlaszeza w segmencie wstawkowo-witkowym.
Jednakze, zwlaszeza w przypadku prob nasienia
zdyskwalifikowanego po rozmrozeniu (ruchli-
wost plemnikow <<20%) obserwowano wyrazne
utrzymanie ruchu postepowego przez wysoki
odsetek komorek, zwlaszcza w pierwszych 30
minutach inkubacji. Stwarza to mozliwos¢ wy-
korzystania frakecji plemnikow ruchliwych
nasienia wstepnie zdyskwalifikowanego do za-
biegdw Inseminacyjnych.

Przeprowadzone pierwsze proby biologiczne
z zastosowaniem w dawce inseminacyjnej frak-
cii ,,zywych” plemnikéw potwierdzaja mozli-
wost praktycznego wykorzystania metody sg-
czenia nasienia na nosniku chitynowym. Ba-
dania sa kontynuowane. .
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fI6moaoBckan Y., Crmexex E. — CpasHuTelIbHBIE MC-
c/ef0BaHUA 2 TEXHUK CEJCKnuHM IOABHMKHBIX IKUBYM-
KOB DPA3MOPOIKEHHOT0 OBIMBLErc CEMEHH

CoOTBeTCBYIOIL[E IIPUIOTOBJIEHHBIA Iperiapar XWIN-
Ha, M30JMPOBAHHBLIA 13 IIOKPOBOB AHTaPKTIYECKOrO
KpuJjs, WCIONB30BAany JAJA CEIeKnuK IOABMIKHBIX
JKUBUMKOB PAa3MOPOZKEHHOTO ObIYBETO CEMEHI,

Ha KOJIOHKM, 3all0JIHeHHbIE XMUTUHOBBIM HOCHUTEJIEM,
HaHoCKMayM NpoObl PA3MODOXKEHHOTO CeMEHM COOTBET-
cTeyollero ofbeMa M KOHLEHTPalUMy KUBIMKOB (300
pal 0,15X10% zuBYMKOB),

DpakIuUM MOABUFKHEIX M HENOABUIKHBIX KIUBYUKOB
BBLIMBIBAJIM M3 KOJOHOK [o3aMM Kujkocty PuxHrepa.
DOyApTPAUI0 NPOBOAUIN B TEMIL 37°C., B moJayueH-
HbiXx (PAKNMUAX MUKPOCKOIMYECKMMY MeTOojaMy OLe-
HMBAIM KOHLIEHTPAIMM M IPOLEHT XMBYMKOB C HOP-
ManbHOM akpocomoit (HAP).

TIoga3aiy, UTO OcoBeHHo B Cilydae (MIBTPOBAHNA
ceMeHM C HM3KOM IIOABUIKHOCTBHIO KMBUMKOB IIOCIIEC
PasMOpPOIEEHMA TIOJIY YUK IOITH 4-KpaTHBIY POCT YMC-
1A KIETOK ¢ HOCTYIATEIhHLIM fByuenmeMm u IIAP.
BrmiiBaeMocTh KUBYMKOB, TOIYUeHHBIX Iocye (puib-
TPOBAHMA, OblIA HUIKE IO CPAaBHEHMIO C MCXOJUBIMI
npoGamu, OTMETMIM JIYIUIYI0 PaCHpenesuTeNbHyIo
9 PeKTUBHOCTL XUTUHOBBIX IPeNapaToB 'eM IIOBCE-
MecTHO TIpPUMEHAEMBIX ceajeKcOBbIX rejeil. B MCIeI-
TATebHBIX MHCEMMHALMOHHBLIX IPEANPUATHAX IIOA-
TBEPIMIY BBICOKYIO OMONOTMYECKYI0 II@HHOCTBH IIOJNY-
weHHBIX IMOCJE CeJeRKUuM (MPPaKIuil MOABMKHBIX XKUB-
UUKOB.

Jablonowska C., Strzezek J, — Comparative exami-
nations on two methods of spermatozoons selection

A chitin preparation, isolated from the shell of
the antarctic krill, was employed to select the sper-
matozoons of the semen of a bull. On the columns
filled with the chitin the samples of the thawed se-
men in the amount of 500 ul and the concentration
of 0.15X10° were deposited. The fractions of mobile
and not mobile spermatozoons were washed with
Ringer’s solution. The process of filtration was per-
formed at 37°C. The concentration and percentage
of spermatozoons with a normal acrosome (NAR)
were determined in the fractions by means of mi-
Ccroscopy.

It was found that in case of the filtration of sper-
matozoons of low mobility almost a four fold increa-
se of the number of moving cells with NAR was
stated. However, the survival rate of spermatozoons
following filtration was lower. A beiter separation
efficacy of chitin preparations was observed com-
pared with sephadex gels commonly used. Prelimi-
nary results of insemination confirmed the high bio-
logical value of spermatozoons selected by the tech-
nigue employed.
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