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Jedng z najmlodszych dziedzin badawczych XX wieku sg prace doty-
czgce stosowania pierwiastkéw promieniotwoérczych. Z roku na rok wzra-
sta liczba izotopéw tych pierwiastkéw, wykorzystywanych dla celéw roz-
nych galezi nauk. Pierwiastki promieniotworcze oprocz zastosowania
w naukach technicznych i przemys$le, nabierajg coraz wigkszego znacze-
nia w medycynie i biologii. Do najczeSciej stosowanych izotopow w tych
naukach nalezg: P32, C14, S35, J131, Istniejg jeszcze duze trudnosci w mozli-
wosciach prowadzenia tego typu badan, zwigzane z kosztem sprowadza-
nia izotopéw, mozliwo$ciami korzystania z nich i ograniczonym sposo-
bem uzytkowania. W badaniach nad zastosowaniem izotopéw dotyczacych
rozrodu samcoéw i samic uzywano najczeSciej P32 i J131, jako izotopow
najbardziej dostepnych i biorgcych jako pierwiastek udziat w metaboliz-
mie komorek rozrodczych. Po raz pierwszy zaczeto wykonywaé badania
uzywajgc radioaktywny Cr5! w postaci chromianu sodu Na;CrO, in vitro.

Celem pracy bylo okreSlenie mozliwosci przyzyciowego znakowania
plemnikéw, opracowanie metody znakowania zachowujgcej ich zywot-
no$é, a tym samym pozwalajgcej na stosowanie znakowanych plemnikéw
in vitro do dalszych badan. Badania te dotycza zmian w zachowaniu sig
plemniké6w od najadrza poprzez nasieniowéd, cewke moczopltciows, az do
ujécia zewnetrznego cewki u réznych gatunkéw zwierzat.

MATERIALZ, I METODA

Do badania uzyto nasienia od 7 kroélikow, krzyzéwek dwoch ras: po-
pielnianskiej X kalifornijska F, oraz radioaktywnego chromianu sodu.
Charakterystyka Cr5%: liczba atomowa 24, cigzar atomowy 51, emanacja
(gama) j, o energii kinetycznej 329,8%0, pélokres trwania 26,6 dnia. Nasie-
nie pobierano od krélikéw w wieku co najmniej 1 roku. Zywienie bylo
jednakowe przez caly okres doswiadczenia. Norma dzienna wynosita
30 dkg siana, 10 dkg owsa, wody ad libitum. Nasienie po pobraniu do



46 MARIA K. KIERZNOWSKA

sztucznej pochwy skladajgcej sie z kalibrowanej probéwki w ksztalcie
kieliszka i gumowej nakladki z zawartosciag wody, poddawano ocenie
szacunkowej. Nasienie pobierano od kilku samcéw, gdyz chodzito o otrzy-
manie po odwirowaniu okre$lonej ilosci plemnikow. Wszystkie ejakulaty
zlewano do jednej kalibrowanej probdwki. Nastepnie z calej otrzymanej
ilosci nasienia pobierano 0,1 ml w celu obliczenia koncentracji plemni-
kow. Wahania koncentracji wynosity od 40 do 120 - 106 pl./ml. Nasienie
poddawano nastepnie wirowaniu przy 4000 obr./min. przez 15 min. Oso-
cze nasienia odlewano, a do 0,5 ml plemnikow otrzymanych po wirowa-
niu dodawano: 2,5 ml plynu Ringera, 0,5 ml izotopowego chromianu sodu.
Chromian sodu Na,CrO, otrzymywano z Instytutu Badan Jadrowych
w Swierku, w postaci izotonicznego roztworu przygotowanego na wodzie
apyrogenne], sterylizowanego o pH ok. 7 i okreslonej aktywnosci wlasci-
wej, ilosci, objetosci i ciezarze.

Aktywnos¢ dodawanego preparatu wynosita 100 uCi w 0,1 ml rozt-
woru. Po dokladnym mieszaniu wszystkich czeéci sktadowych pobierano
na plytki aluminiowe po 0,1 ml badanego nasienia, ktére stuzylo jako
wzorzec — standard. Jednocze$nie sprawdzono zywotno$é¢ nasienia i do-
konano ocene ruchliwosci.

Doswiadczenie podzielono na dwa etapy. Pierwszy etap obejmowat
probe znakowania plemnikéw in wvitro, w temperaturze +35°C, drugi
etap w temperaturze +4°C. Jako kontrole prowadzono badanie przezy-
wania plemnikéw Na,CrO, nieradioaktywnych. W obydwu etapach po
pobraniu materialu na wzorzec, plemniki zawieszano w plynie Ringera
1 roztworze Cr® i inkubowano przez okres 4 godz. Po uplywie tego cza-
su badane probki wirowano przez 15 min. i przy 4000 obr./min. Na dwie
ptytki aluminiowe pobierano po 0,1 ml supernatantu i dodawano ok.
0,1 ml wody destylowanej, celem rownomiernego rozprowadzenia na ptyt-
ce badanego materiatu. Pozostalg cze$¢ spuernatantu odlewano i odpipe-
towywano, a do osadu zlozonego z 0,5 ml plemnikéw dodawano 2,5 ml
plynu Ringera, dokladnie mieszano i pobierano 2X0,1 ml na dwie plytki
aluminiowe. Jednocze$nie dokonywano oceny mikroskopowej nasienia,
badajgc jego ruchliwo$¢ i zywotnoéé. Te samg czynnos¢ powtarzano po
6 i 8 godz. Wszystkie ptytki aluminiowe wraz z badanym materiatem
suszono w temperaturze +50°C przez okres 24 godz. Po uplywie tego
czasu dokonywano pomiaru aktywnos$ci badanych proébek przy pomocy
licznika scyntylacyjnego, przelicznika elektronowego i przystawki steru-
Jacej, ustalajge napiecie = 900 V, stalg czulo$¢ dyskryminatora = 5 i sta-
ty czas = 1 min. Kazda probka byla odczytywana 10-krotnie. Z otrzyma-
nych cyfr obliczano $rednig. W zwigzku ‘ze‘stalym ubytkiem masy z po-
czatkowego wzorcowego materialu do konca proby, chegce obliczyé pro-

cent absorpcji Cr! przez plemniki, utozono wzér matematyczny, dostoso-
wujgc go do do$wiadczenia:



ZNAKOWANIE PLEMNIKOW PIERWIASTKAMI PROMIENIOTWORCZYMI 47

N,=N.+N,
N, — cyfra wyrazajgca ilos¢ impulséw na minute w standarcie,
N, — cyfra wyrazajgca ilo§¢ impulséw na minute po uplywie 4 godz.
inkubacji w prébce z ptynem Ringera,
N, — cyfra wyrazajgca ilos¢ impulséw na minute w plemnikach krélika

po uptywie 4 godz.
Po 4 godzinach inkubacji liczono

W1:N1V—Nr

W; — nowo powstaly wzorzec, ktory liczono ze wzgledu na pobranie
0,3 ml na plytki aluminiowe, a wiec ze standardu ubylo tylez ml,
wobec powyzszego W, rzeczywiste = W;+0,3XW,.

Dalszy tok myS$lenia jest analogiczny jak przy obliczaniu procentu
absorpcji we wzorcu:

N .
N4 100 = 9/ zaabsorbowanego Cr’! w roztworze Ringera,
W;

AT
Np 100 = %6 absorpcji Cr3! w plemnikach.

w1

Po 6 godz. inkubacji obliczamy:
. ‘ W2:W1+0,3XW1—NT1
W, rzeczywiste = W, + 0,3 X W,.

Dalsze przeliczanie procentéw przebiega tak samo jak podano wyzej.
Po 8 godz. inkubacji

W3 rzeczywiste = W3+ 0,3 X W,

Przeliczanie procentéw jak powyzej.

Nasienie kontrolne nieznakowane wirowane przez 15 min. przy
4000 obr./min., odlewano osocze i dodawano roztwoér izotaniczny chro-
mianu sodu nieradioaktywnego. W ateScie otrzymanym z kazda przesyltks
Crs! otrzymywang z Instytutu Badan Jgdrowych w Swierku podawang
aktywnos$é wlasciwg w mCi/mg Cr, przeliczano na g/ml. Otrzymang ilos¢
chromianu sodu odwazano i rozcienczano roztworem apyrogennym do
100 ml. Do 0,5 ml plemnikéw dodawano otrzymany roztwor. Badanie
przezywania plemnikéw przeprowadzono dokladnie tak samo jak bada-
nie plemnikéw radioaktywnych, tzn. oceny dokonywano po przygotowa-

niu wzorca po 4, 6 i 8 godz. inkubacji od poczatku badania w tempera--
turze +35°C i +4°C.

WYNIKI BADAN

Wyniki badan przedstawiono w tabelach 1-3 oraz na wykresie gra-
ficznym po zaokragleniu liczb.,
W pierwszym etapie doswiadczenia aktywno$¢ zaabsorbowanego Crs*
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przez plemniki wykazuje zmiany w roéznych okresach czasu inkubacji.
Po 4 i po 8 godz. inkubacji procent absorpcji niewiele sie rézni. Wyraz-
ny wzrost procentu obserwujemy po uplywie 6 godz. Ocena zywotnosci

Tabela 1

Wyniki znakowania plemnikéw in vitro Crs! w poréwnaniu z czasem ich przezywania

% zaabsorbowanego Cr3! przez plemniki i ocena zywotnosci plemnikéw w 9

Tempera-
T w po po po po po po
zorzec 4 godz. 6 godz. 8 godz. WEIEET 4 godz. 6 godz. 8 godz.
+35°C 100 32,33 56,22 39,76  3,5/76,6 2,2/41,1 1,7/20,0 t 1/10
+ 4°C 100 27,63 56,92 34,80 3,1/75 2,1/52,2 1,2/24,2 2/20

Tabela 2

Procent Cr’! w plynie Ringera

Temperatura Po 4 godz. Po 6 godz. Po 8 godz.

+35°C 67,00 20,31 18,14
+ 4°C 72,37 23,11 6,18

Tabela3

Przezywanie plemnikéw krélika w nieradioaktywnym chromianie sodu Na,CrO,

Temperatura Wzorzec Po 4 godz. Po 6 godz. Po 8 godz.

+35°C 4,25/82,5 2,12/52,5 1,4/32 1/12
+ 4°C 4/90 2,43/57,85 1,66/38,0 0/20

plemnikéw charakteryzuje sie czasem przezywania trwajgcym do 8 godz.
Zaledwie w 2 wypadkach czas przezywania wynosit 10 godz. Procent Cr5!
w plynie Ringera w miare uplywu czasu wyraznie malal. W drugim eta-
pie doswiadczenia réznice pomiedzy absorpcjg przez plemniki Cr5! po
4 i 8 godz. inkubacji ukladajg sie podobnie. I w tym etapie po 6 godz.
Jest najwyzszy procent absorpcji. Ocena zywotnos$ci plemnikéw przema-
wia na korzy$¢ badan prowadzonych w drugim etapie, tzn. w tempera-
turze +4°C. Procent Cr®! w plynie Ringera maleje wyrazniej niz w tem-
peraturze +35°C. Przezywanie plemnikéw kroélika w nieradioaktywnym
chromianie sodu przemawia, ze wzgledu na ruchliwo$é¢ plemnikéw, réow-
niez na korzys¢ badania w temperaturze +4°C.
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DYSKUSJA

Przy opracowywaniu metody znakowania plemnikéw krolika Cr®! in
vitro oparto sie na pracy Gogacza [2]. Autor ten znakowal bakterie sto-
sujac Cr5! i podobny czas inkubacji. Ze wzgledu na powinowactwo struk-
tury biochemicznej blony komoérkowej do btony glowki plemnika, zde-
cydowano sie na probe przeprowadzania badania analogicznego z pewng
modyfikacjag metody. W badaniach dotyczgcych znakowania krwinek
czerwonych przy pomocy Cr°! Przala (1965) stwierdzil, ze krwinki czer-
wone wprowadzone do organizmu podlegajg takim samym prawom, jak
krwinki nieznakowane. Cr® uwolnione z krwinek czerwonych po ich
rozpadzie nie wchodzi w zwigzki wtoérne. Jest wydalany z organizmu na
zewnatrz wraz z moczem, lub czesciowo z odchodami. Amann i wspl. [1]
uzywali do znakowania plemnikéw tymidyny trytowanej dootrzewnowo.
Probe te przeprowadzili na kroélikach. Po uptywie miesigca aktywnos¢
malala, a w nastepnym miesigcu stosowanie tego izotopu dzialato de-
struktywnie na plemniki. Zebienkienie-Matikajtie znakowal plemniki
przy pomocy P32 in vivo u trykéw. Na otrzymanie ejakulatu zawierajgce-
go znakowane plemniki potrzebny by! okres 30-38 dni. Wiele miejsca
w literaturze zajmujg studia nad stosowaniem izotopow w badaniach do-
tyczacych metabolizmu nasienia. Flipse [3] stosowal C!4 do znakowania
nasienia celem przebadania zmian zachodzgcych w plemnikach buhaja
odnos$nie cukrow, fosfolipidéow i glicyny. Stwierdzil, ze mozna tg droga
badaé przebieg metabolizmu tych zwigzkéw. Takeda i wsp. [5] znakowali
plemniki krélikéw P32 in vivo i stwierdzili, Zze aktywnos¢ ich ksztaltowa-
1a sie odmiennie w kazdym ejakulacie.

WNIOSKI

1. Powyzsza metoda pozwala na znakowanie plemnikéw in vitro przy
pomocy CrsL. | :

2. Plemniki kroélika osiggajg najwiekszy procent absorpcji Cr3! w tem-
peraturze +4 i +35°C po uptywie 6 godz. inkubacji.
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M. K. Kedxcnoscxa

MEYEHME CIIEPMATO30MIOB PAIVMOAKTUBHBIMU DJIEMEHTAMMU
IN VITRO

Pe3swmMme

IMenbpro Tpyza 6blna pa3paboTKa METOOMKM MEUYEHUA CIIepMaTO30MIA0OB pPaAMo-
aKTMBHBIM Na,CrO,, ycTaHOBJIEHME BO3MOXKHOCTM MX MEYEHMs in vitro M BIUAHME
MeYeHMsA Ha UX FKU3HECIIOCOOHOCTD.

ViccnenoBauma NpoBOAMIAM C CEMEHHO FKMUIAKOCTBIO 7T KPOJMKOB OLHOTO BO3pacTa,
Beca ¥ ORHOM ¥ TOM Ke MOPoAbl Ilocje IIPefBapUTENLHOM OLEHKM, CEMEHHYIO KNI -
KOCTb LEHTPM@PYTMPOBAIN M K MOJYyYEeHHBIM TaKuM 00pa3oM CIIEpMaTO30MIAaM B 00b-
eme 0,5 ma nmpubaBaanm 2,5 Ma pacTBopa Punrepa, comepzkamiero 100 MKKopu Cr-51.
Ilony4yeHHyYI0 cMech IIOABepraiy MHKYOAlUMM B YCJIOBUAX IIOBBLILICHHOI (35°) m mno-
HMIKEeHHO1 (4°) TeMmepaTyphbl.

B pesyinbTaTe ycraHOBJIeHa BO3MOIKHOCTb MEUEHMS CIIEPMATO30MAOB PaAMOAKTIB-
HbIM Cr-51. Hauboabuiyio CKOPOCTh MedYeHusa Habgomanu B Temneparype 4° mu 35°,
npu 6-4acoBO¥ MHKYyOalmu.

M. K. Kierznowska

SPERMATOZOA LABELLING WITH RADIOACTIVE ELEMENTS IN VITRO

Summary

This study was undertaken to work out a system of labelling spermatozoa with
the radioactive Na,CrO, as well as to find out, if spermatozoa could be labelled
in vitro and how far it affected their survival. The experimental material consisted
of the semen obtained from 7 rabbits of identical weight, age and breed. After
a preliminary estimate the semen was centrifuged. To 0.5 ml of spermatozoa
0,5 ml = 100 u CiCr* and 2.5 ml Ringer’s solution were added. This solution cons-
tituted standard for the tests to follow.

The experiment was divided into two 'stages. At the first stage the semen under
study was incubated together with Cr5 for the period of 8 hours in the tempera-
ture +35°C, while in the second one the temperature was +4°C.

The control constituted unlabelled semen prepared analogously as the solution
containing Cr3. The results of the investigation indicate that it is possible to label
rabbit spermatozoa with the isotope Cr%. The greatest power of Cr5! assimilation
by spermatozoa was found to occur in the temperature +4°C and +35°C after
6 hours of incubation.



