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KINETYKA TRANSPORTU SUBPOPULACJI PLEMNIKOW IN VITRO
W ZMIENNYM POLU MAGNETYCZNYM Z ZAKRESU ELF

Feliks Jaroszyk, Honorata Nawrocka, Wojciech Warchol, Dariusz Wiodarczyk
Katedra Biofizyki. Akademia Medyczna im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, ul. Fredry 10. 61-701 Poznan

Streszezenie

Badano wplyw zmiennego pola magnetycznego typu M P i M P generowanego w zakresie ELF (extremly low
frequency. 0-300 Hz) przez urzadzenie Viofor IPS, na kinctyke transportu subpopulacji plemmkow w stanic in
vitro. Porownano kinetyke transportu subpopulacji plemnikow poddawanych dzialaniu pol magnetycnych z Ki-

netyka transportu subpopulacji plemnikow w stanie in vitro stanowiaeyceh grupe kontrolng. niepoddana dzialaniu

pal magnetyeznych.

Abstract

Sperm motility in vitro under the influence of variable magnetic field in the range of ELF

The influence of magnetic field on sperm subpopulation motility in vitro was examined. The magnetic field tvpe
M P, or M,P, was generated by Viofor JPS apparatus in the range of ELF (extremly low frequency. 0-300 Hz).
The results were compared with control subpopulation not exposed 1o the magnetic field.
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1. Wstep

Znany jest zwigzek pomiedzy ruchliwoscia plemni-
kow a ich zdolnoscia do zaplodnienia [1, 2]. Precyzyj-
na ocena indywidualnego ruchu plemnikow pomocna
jest w diagnostyce i prognozowaniu meskiej bez-
plodnosci [2, 3]. Znajomos¢ fizjologii zaptodnienia
pozwala stwierdzi¢, ze nicktore jego etapy sa scisle
uzaleznione od aktywnosci ruchowej meskich gamet.
Penctracja przez sluz szyjkowy i osiagnigcie migjsca
syngamii w okreslonym czasie koreluje z liczbg plem-
nikéw o szybkim ruchu progresywnym oraz dodatko-
wo z liczba plemnikow o prawidlowej morfologii [,
3]. Mozna stwierdzic, Ze najwaznigjszym parametrem
w ocenie przydatnosci plemnikow do zaplodnienia
jest ich ruch liniowy [3]. Wartosci poszczegolnych
parametrow ruchu sq zalezne od . Jadunku energetvez-
nego™ plemnikow. Ten za$ zalezy od rownowagi po-
migdzy reakcjami wykorzystujacymi ATP a szlakami
metabolicznymi syntezy tego zwiazku [3].

2. Material i metoda

Przedmiotem badania bylo nasicnie pochodzace od
mezezyzn z normospermia lub oligospermia | stopnia,
co oznacza, z¢ powyzej 40% plemnikow posiada pra-

widlowa budowg i w 1 em' znajduje sig powyzej 10
min komorek, wykazujacych wladciwodei ruchu [1].
Badania wykonywano po 0.5h od momentu
oddania nasienia. Uzyskany material kazdorazowo
dzielono na dwie czegsei i umieszezano w komorach o
wysokosci 25 um [2, 4-6]. Jedna z komér poddawano
dzialaniu okreslonego zmiennego pola magnetyczne-
0, natomiast druga znajdowala si¢ poza obszarem
dziatania tego pola i stanowila probke kontrolna.
Wykonano cztery typy stymulacji wykorzystujac
magnetostymulator VIOFOR JPS (przy zastosowaniu
programow M P, i M P,):
« stymulacja przy uzyciu programu M P, w czasie
0.5 h (4 przypadki),
stymulacja przy uzyciu programu M P, w czasie | h

(3 przypadki).
« stymulacja przy uzyciu programu M P w czasie
0.5 h (6 przypadkow),
stymulacja przy uzyciu programu M P, w czasie 1 h

(4 przypadki).
W aparaturze do badan oprocz generatora zmien-
nego pola magnetycznego Viofor JPS znajdowata
sic cewka Helmholtza, w ktore] umieszezony byl
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preparat. Po odpowiednim czasie stymulacji (0,5h
lub 1 h) preparat umieszczano na polce mikroskopu
polaczonego z kamera i komputerem. Kazdorazowo
dokonywano komputerowej rejestracji obrazu mi-
kroskopowego poruszajacych sig¢ plemnikow. Kazdy
zarejestrowany fragment obszaru analizy skladal si¢
z 51 klatek zarejestrowanych w czasie 2,04 s (obraz
rejestrowano z szybkoscig 25 klatek/s). Aby dokonac
analizy poszczegolnych sekwencji, nalezalo wpierw
wykona¢ rekonstrukcje trajektorii ruchu plemnikow.
Czynnos¢ ta zostala podzielona na dwie czgsci: de-
tekcja kinetyki transportu plemnikow oraz polaczenie
w przestrzeni kolejnych obrazow sekwencji [2, 4-6].
Na tej podstawie dla kazdego rozwazanego plemnika
uzyskano trajektorig¢ ruchu i obliczono parametry ki-
netyki: predkosc liniowa (VSL, straight-line velocity),
predkosé krzywoliniowa (VCL, curvilinear velocity,
track velocity), czestotliwosé uderzen witka (CBF,
beat cross frequency. ciliary beat frequency), rozrzut
gtowki wzgledem kierunku ruchu (LHD, lateral head
displacement) oraz niejednorodnos¢ ruchu postgpo-
wego (HHD. horizontal head displacement) [4, 6].

Na podstawie rozkladu VSL i w oparciu o spraw-
dzenie normalnosci tego parametru stwierdzono, ze w
badanych nasieniach wystgpujg grupy (subpopulacje)
Tabela la

teoretyczng (okre$lang przez minimalna wartos¢ CHI
— kwadrat) modelu teoretycznego. Model teoretyczny
uwzglednia wicksza liczbe roznych subpopulacji [6].

3. Wyniki
Na rys. (1-16) przedstawiono rozklady badanych pa-
rametrow kinetyki plemnikéw otrzymane dla pojedyn-
czych przypadkow w probkach poddanych stymulacji i
probkach kontrolnych. W tabelach (1-14) pokazano dla
ilustracji wartosci srednie tych parametrow w poszeze-
golnych subpopulacjach. Tabele (1-4) dotycza stymu-
lacji w czasie 0,5 h w trybie M1P2, (5-8) — stymulacja
w czasie 0,5 h w trybie pracy MI1P3, (9-11) — stymu-
lacja w czasie | h w trybie pracy MIP2 oraz (12-14)
— stymulacja w czasie 1 hw trybie pracy MIP3.

W przypadkach stymulowanych programem M P,
w czasie 0,5 h wyodregbniono trzy subpopulacje dla
kazdej probki. Dodatkowo pojawita sig czwarta w
dwoch przypadkach (Tabele la-1d).
Dla subpopulacji I i Il nie zauwazono istotnych zmian
w parametrach ruchu w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Natomiast w 11 grupie w odniesieniu do grupy
kontrolnej. nastapilo zwigkszenie predkosci liniowej
oraz wzrost procent plemnikéw o takich parametrach.
Parametry HHD i LHD réwniez ulegly zmianom. W

Tabela Ib

Subpopulacja 0,5h M P, Subpopulacja Il 0,5h M P,
Typ Kontrola Stymulacja Typ Kontrola Stymulacja
Lp. przypadkow 4 4 Lp. przypadkow 4 B
% calosci 22,46 22,59 % calosci 21,28 18,42
VSL [pm/s] 3,67 351 VSL [um/s] 5,98 5,69
HHD [pm/s] 0,77 0,75 HHD [pm/s] 1,05 0,99
LHD [pm/s] 0,36 0,35 LHD [pm/s] 0,49 0,46
CBF [Hz] 2,77 2,64 CBF [Hz] 2,76 2,74
Tabela lc Tabela 1d
Subpopulacja [11 0.5h M P, Subpopulacja IV 0,5h M P,
Typ Kontrola Stymulacja Typ Kontrola Stymulacja
Lp. przypadkow B 4 Lp. przypadkow 2 2
% calosci 35,19 49,92 "4 calosci 42,15 18.14
VSL [pmis] 19,68 23,51 VSL [um/s] 2975 33.98
HHD [pumy's] 1,79 1.91 HHD [pmy/s] 1.79 1.56
LHD [pm/s] 1,32 1.58 LHD [pum/s] 1.53 1,64
CBF [Hz] 2,62 2,50 CBF [Hz] 255 273

plemnikow roznigeyeh sig sposobem  poruszania
[6]. Za kryterium okreslajace ich liczbg wybrano
prawdopodobienstwo lepszego dopasowania krzywi

subpopulacji IV VSL zwigkszylo sig. jednak ilosc tak
szybkich plemnikow ulegla zmnigjszeniu. Prawdopo-
dobnie cz¢sc plemnikow przeszla do innych subpopu-
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lacji. W pozostalych parametrach kinetyki wystapily
zmiany w LHD i CBF. Zmnigejszenie wartosci niekto-
rych parametrow przetozylo si¢ na wzrost predkosci
liniowej. Widoczne jest tez zjawisko ..przechodzenia™
pomigdzy subpopulacjami, co przejawia si¢ zmiang
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W przypadku probek poddanych symulacji M P,
stosowane]j przez 0,5h wyodrgbniono w sumie cztery
subpopulacje, przy czym subpopulacja | wyodrgb-
niona zostala w czterech przypadkach 1 [1b tylko dla
jednego. W grupach I — 11 nie zauwazono istotnych
zmian parametrow ruchu z wyjatkiem CBF w grupic
I1 (tabele 2a — 2c).

Z powyzszych tabel wynika, ze w subpopulacji I1b

Tabela 2a

doszto do niewielkiej zmiany VSL, HHD i CBF .
Szybszych plemnikow bylo nieznacznie wigcej miz w
grupie kontrolnej (Tabela 2d). Z rysunku 5 wynika, ze
po stymulacji programem M P, w czasic 0,5 h zmnicj-
szeniu ulegla liczba  wolnych™ plemnikéw. czyli o
najmnicjszych wartosciach VSL. Z kolei analiza ry-
sunkow 6, 7 i 8 wskazuje na zmniejszenie HHD, LHD
i CBF w najmniejszych przedziatach ich wartosci.

Tabela 2b

Subpopulacja | 0.5h M P, Subpopulacja 11 0.5h M P,
Typ Kontrola Stymulacja Typ Kontrola Stymulacja
Lp. przypadkow 4 4 Lp. przypadkow 6 6
% calosci 30,05 28,81 Yo calosci 30,90 30,26
VSL [pum] 344 3,58 VSL [um] 5.25 5.54
HHD [pum] 0,72 0,73 HHD [pm] 0,97 1,0
LHD [um] 0,34 0,36 LHD [pm] 0,46 0,47
CBF [Hz] 2.68 2,52 CBF [Hz] 2,54 2.61
Tabela 2¢ Tabela 2d
Subpopulacja 111 0,5h M P, Subpopulacja I1b 0.5h M P,
Typ Kontrola Stymulacja Typ Kontrola Stymulacja
Lp. przypadkow 6 6 Lp. przypadkow | |
% calosci 46.26 47,28 % catosei 16,83 19,50
VSL [pm] 2242 22,39 VSL [um] 6,78 8.06
HHD [pm] 1,65 1,63 HHD [pum] I, 1,29
LHD [pm] 1,35 1,32 LHD [pm] 0,51 0.60
CBF [Hz] 2,68 2,59 CBF [Hz] 2,66 2,78
; el staaAciosnminy
e STYMULATIA 0,9 n (MFL [7
e |

AONTRULA O & b

R (S HO) N0 AR 1h N (N0 2h) 10 B0 30 3T 1 0h 08 AAN - as
VEL Jumind

Rys. 5

7/

@M A a3 ne F )
WD ]

e

Rys. 6



Acta Bio-Optica et Informatica Medica, Vol. 10, 2004 95

STHMVILAT b 3 ab2 Yy

o STYMULACIA 0 5 b 1Y) F
BN
!' 0%
s \
!' EL Y
s
! A I
P I
= |
sy ! v . ] g
H #o g SERS
NS — em—— | o <ONTRGLA S l
proy S T ROMtAGRA @SN i i
1 i
ol |
| |
|
| | .
! |
|
|
| SISV I7 47 a8
P T T o

VEZ] AN @ER A3E Ih4 ee

LhC 1t
Rys. 7 Rys. 8
Rysunki (3 — 8) Zmuany rozkladu paramerrow ruchu po stymulaci programem M P w czasie 0.5h w stosunku do odpowtednich parametrow

grupy kontrolnej
Tabele 3a. 3a i 3¢ preedstaw iaja zmiany wartoser liczbowyeh parametrow muchu plemnikow w wyniku stymulacji programem M P, w czasie | h.

Tabela 3a Tabela 3b
Subpopulacja | lhM P, Subpopulacja 11 Ih M P,
Typ Kontrola Stymulacja Typ Kontrola Stymulacja
Lp. przypadkow | | Lp. przypadkow 3 E;
% calosci 21,54 26.56 % calosci 40,07 34,19
VSL [um] 3.67 3.87 VSL [um] 5.046 5,57
HHD [um] 0.69 0,80 HHD [pum] 0,97 1.04
LHD [um] 0.34 0.38 LHD [pm] 0,46 0.49
CBF [Hz] 437 4.52 CBF [Hz] 3.42 3,54

Tabela 3¢

Subpopulacja 111 Ih M,P, ulegly zwigkszeniu w 1 i 11 grupie, natomiast LHD w

Typ Kontrola Stymulacja 111 subpopulacji. Widoczne byly takze zmiany ilosci

Lp. przypadkow 3 3 plemnikow w pordwnaniu z grupa kontrolng. Zmiany

% calosci 52,75 56.96 poszezegdlnyeh parametrow kinetyki ruchu zostaly

VSL [um] 18.48 20.96 zilustrowane na rysunkach 9, 10, 111 12.

HHD [pum] U575 1.78
LHD [pm] 1,36 1.40
CBF [Hz] 3ll 3.08

W analizowanych wyzej przypadkach wyselekejono-
wano trzy subpopulacje. W grupie 11 nastapif niewiel-
ki spadek procentowy plemnikow o najmniejszych
wartosciach VSL. Zwigkszyla si¢ hczba plemnikow o
wickszych wartosciach VSL. Parametry HHD | CBF
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Kolejny cykl badawczy dotyczyl stymulacji progra-
mem M P, przez Th. W tym cyklu wyodr¢bniono trzy
subpopulacje plemnikow (p. tabele 4a. 4b i 4¢).
Tabela 4a

Subpopulacja 1 1ThM P,
Tvp Kontrola Stymulacja
Lp. przypadkow Bl 4
%5 caloscei 26.58 47.27
VSL [pm] 3.75 4.25
HHD [pm] 0.76 0.93
LHD [um] 0.35 0.39
CBF [Hz] 324 275
Tabela 4¢
Subpopulacja Il ThM P,
Tvp Kontrola Stymulacja
Lp. przypadkow e 4
% calosci 4291 38.62
VSL [um] 24,96 2273
HHD [pum] 1.80 1.72
LHD [um] 1.60 1.52
CBF [Hz] 2.78 2.68
= — MONTROLA 1 i |
m-//. |
é |
k/
WL [ueren]
Rys. 13

W tym przypadku rowniez zaobserwowano zjawisko
.przechodzenia™ plemnikow pomigdzy poszezegolny-
mi subpopulacjami. W grupie Il nastapit wzrost pred-
kosci lintowe] VSL przy jednoczesnym dosé znacz-
nym spadku liczebnosci plemnikow w porownaniu
z erupa kontrolna. Nastapila rowniez istotna zmiana
HHD i LHD. Natomiast w obrgbie subpopulacji 1 VSL
nieznacznic wzrosta, jednakze procent plemnikow z
taka predkoscia wzrdsl prawie dwukrotnie. W tej gru-
pic takze warto$¢ parametru HHD wzrosta.

Tabela 4b
Subpopulacja 11 IThM P,
Typ Kontrola Stymulacja
Lp. przypadkow 4 4
%% calosci 30.51 14,11
VSL [um] 4.85 9.26
HHD [pm] 0.85 1,51
LHD [pm] 0.41 0,75
CBF [Hz] 3.38 2,50
“ToE s s s .::;: .:I=n 224 (hie| was] ve5
Rys. 14
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Fluktuaeye wartoser hezbowveh poszezegolnyeh parametrow kineyke plemnikow zilustrowano na rys. 13- 16
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Rys. (13-16). Zmiany rozkladu parametrow ruchu po stymulacyi programem M PLw ezasie Thw stosunku do odpowiednich purametrow grupy

kontrolnej.
Na podstawie otrzyvmanych wynikow badan mozna szezegolnosei VSL 1 CBFE,
stwierdzi¢, ze po stymulacji w czasie 0.5 h lub | h o dluzszy czas stymulacji (1h) w niewielkim stopniu
programami M P, lub M P, wystapily zmiany w wplywa na wzrost powyzszych parametrow kinety-
wartosciach parametrow ruchu plemnikéw. Pod wply- ki badanych plemnikow,
wem pierwszego programu stymulacji w czasie 0.5 h e wyniki badan sugeruja, ze powstate po stymulacji
(M,P,) zaobserwowano zmiany VSL we wszystkich roznice w wartosciach parametrow kinetyki plem-
badanych przypadkach. natomiast pod wplywem dru- nikow nalezy odniesé do powstawania w nich do-
giego (M,P)) tylko w jednej probee. W programach datkowych .rezerw energetycznych™ zwiazanych z
stymulacji trwajacych h, zmiany VSL nastapily we dziataniem zmiennego pola magnetycznego,
wszystkich badanych probkach. Po godzinnej stymu- e zmmicnne pole magnetyczne gencrowane przez
lacji wyodrebniono 3 subpopulacje plemnikow dla VIOFOR JPS w oddzialywaniu z Zzywa materig
kazdego programu stymulacji. powoduje wystapienie mechanizmow: elektrody-
Przy stymulacji programami M P, lub M P, za- namicznego. jonowego rezonansu cyklotronowego
obserwowano procentowy wzrost liczby plemnikow oraz magnetomechanicznego. Mechanizmy te sa
o wigkszych wartosciach VSL. Zwigkszyla si¢ takze odpowicdzialne za wzrost aktywnosci pierwotnei
liczba plemnikow o duzveh wartosciach parametru pompy protonowej wlancuchu oddechowym mi-
CBF. tochondrium plemnikow. SprzeZzenie pompy pier-

wolie] 2 pompa protonowsg wiom: powoduje w

4. Wnioski konsekwenepi werost gradientu stezenia protonow

Z uzyskanych wynikow badan wplywu zmiennego wpoprzek wewnetrznej blony mitochondrialng;

plemnikow. Nastepuje wowcezas wzrosl syntazy
ATP.
® powWyZsZy proces zwigkszajae .rezerwy  energe-

pola magnetycznego generowanego przez magnelo-
stymulator VIOFOR JPS w zakresie ELF fal elektro-
magnetycznych wynikaja nastepujace wnioski:

e po zastosowaniu stymulacii M P, lub M P, wy- tvezne” komorek plemnikow ujawnia si¢ posrednio
poprzez werost liczby plemnikow o wigkszych war-

stapily - widoczne  zmiany  wartosei  liczbowych
toscrach VSL oraz CBF,

wszystkich parametrow kinetvki plemnikow. a w
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o uzyskane wyniki badan oprocz celow poznawczych

moga rownicz znalez¢ zastosowanie w praktyce kli-

niczne;.
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