METODY ANALIZY PARAMETROW FUNKCJONALNYCH MESKICH
KOMOREK ROZRODCZYCH

1. Warunki wstepne
Przed przystapieniem do ¢wiczen nalezy powtorzy¢ wiadomosci dotyczace przebiegu procesu
spermatogenezy oraz budowy i funkcji plemnika ssakow.

2. Wstep

Badania prowadzone w ostatnich dekadach wskazujg na wzrost czesto$ci wystgpowania
zaburzen morfologiczno-funkcjonalnych w uktadzie rozrodczym ludzi 1 zwierzat, ktére
skutkuja zaburzeniem ptodnosci lub sterylno$cia osobnikéw. Swiatowa Organizacja Zdrowia
(WHO) potwierdza, iz nieptodno$¢ ma zasigg globalny o tendencji wzrostowej, a jej
najwigksze nasilenie obserwuje si¢ w krajach wysoko uprzemystowionych. Jak wynika z
badan epidemiologicznych czynnik meski jest przyczyng okoto 50% przypadkow
nieptodnosci. Jedng z bezposrednich przyczyn probleméw z plodnoscia mezczyzn sg
nieprawidlowe parametry nasienia. Stad tez analiza parametrow funkcjonalnych meskich
komérek rozrodczych stanowi istotny element diagnostyki nieplodnosci, a takze
wykorzystywana jest w badaniach eksperymentalnych na zwierzetach, prowadzonych w celu
poznania mozliwych przyczyn i mechanizméw zaburzen ptodnosci.

U ssakéw, aby doszlo do =zaptodnienia w warunkach naturalnych plemniki
W odpowiedniej liczbie, musza dotrze¢ do jajowodu, gdzie znajduje si¢ komodrka jajowa,
pokona¢ ostonke przejrzysta oocytu, aby ostatecznie jeden z nich ulegt fuzji z z blong
komorki jajowej, dostarczajac swoj materiat genetyczny do wngtrza oocytu. W procesie tym
niektore etapy sg $cisle uzaleznione od aktywnos$ci ruchowej meskich gamet. Krytycznym
parametrem najlepiej korelujacym z potencjalem ptodnosci w warunkach naturalnych okazata
si¢ by¢ koncentracja ruchliwych plemnikow.

Koncentracja plemnikéw to liczba plemnikow w jednostce objgtosci nasienia (1 ml),
podczas gdy calkowita liczba plemnikow to liczba plemnikow w catej objetosci ejakulatu i
wylicza si¢ ja mnozac koncentracje plemnikoéw przez objetosci ejakulatu. Do liczenia
plemnikéw zalecane jest uzywanie komoér o glebokosci 100 pm lub glebszych. Zaleca sie
przeprowadzanie procedury oceny Kkoncentracji plemnikow w udoskonalonej komorze
Neubauera. Udoskonalona komora Neubauera posiada dwie oddzielne komory zliczeniowe (0
rozmiarach 3x3 mm). Kazda z komor podzielona jest na 9 siatek o rozmiarach 1x1 mm.
Siatki nr 1,3,7,9 zawieraja 4 rzedy po 4 duze kwadraty. Siatki nr 2 i 8 zawieraja 4 rzedy po 5
duzych kwadratow. Siatki nr 4 i 6 zawieraja 5 rzedéw po 4 duze kwadraty. Srodkowa siatka
nr 5 zawiera 5 rzedow po 5 duzych kwadratow. Komorg przykrywa si¢ szkietkiem
nakrywkowym o okreslonej grubosci (0.44 mm).
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Termin ,,azoospermia” oznacza brak plemnikow w ejakulacie, za$ ,,0ligozoospermia” to
obnizona catkowita liczba i/lub koncentracja plemnikow.

Ruch plemnikéw klasyfikuje si¢ wedtug nastgpujacej skali:

e ruch postepowy — plemniki poruszajace si¢ ruchem postepowym zaroéwno liniowym,
jak i po duzym okregu bez wzglgdu na ich szybkos¢

e ruch niepostepowy- plemniki poruszajace si¢ ruchem niepostepowym (W miejscu
i po matym okrggu)

e plemniki nieruchome

Asthenozoospermia to termin okreslajacy niska liczbe plemnikow poruszajacych si¢ ruchem
postepowym.

Odsetek zywych plemnikéw ocenia si¢ poprzez identyfikacje plemnikow z
nienaruszong integralnoscig btony komorkowej. Nekrozoospermia to niski odsetek zywych
plemnikéw w ejakulacie. Ocena zywotnosci plemnikéw powinna by¢ wykonana zaraz po
uptynnieniu probki, najlepiej w czasie do 30 min od jej pobrania. Ocen¢ zywotnosci
plemnikéw mozna przeprowadzi¢ wykorzystujac r6zne metody. Najczesciej stosowane to test
eozyna-nigrozyna, przyzyciowy test eozynowy i test pgcznienia plemnikéw (HOS test, ang.
hypo-osmotic swelling test). Test eozyna-nigrozyna oraz przyzyciowy test eozynowy opieraja
si¢ na zasadzie przepuszczalnosci blony komoérkowej martwego plemnika dla barwnika.
Plemniki zywe nie absorbuja eozyny i pozostaja niezabarwione, plemniki martwe natomiast
barwig si¢ na czerwono. Odsetek plemnikéw nie zabarwionych (zywych) nie powinien by¢
mniejszy niz odsetek plemnikow ruchomych. Test HOS tzw. test pecznienia jest metoda
alternatywng do przedstawionych metod barwnych. Plemniki z nienaruszong blong
komorkowa (zywe) zawieszone w hipoosmotycznym medium ,,pgcznieja” po 5 min., CO
widoczne jest jako zmiana wygladu witki.

Plemnik ssaka sktada si¢ z gloéwki, w ktorej zawarty jest material genetyczny i
akrosom, wstawki zawierajgcej mitochondria i witki, ktora wprawia go w ruch. Morfologia
oraz wymiary plemnika sg charakterystyczne dla danego gatunku ssaka, np. u cztowieka i
knura gtowka plemnika ma ksztatt owalny, jej dtugo$¢ wynosi odpowiednio 4-5 pm i 9-10
um, u szczura natomiast gldwka jest haczykowato zagieta, a jej dlugos¢ to okoto 2,5 pum.
Morfologie¢ plemnikéw oceniamy w mikroskopie $wietlnym pod imersja, przy powigkszeniu
1000x, po wczesniejszym Wybarwieniu rozmazu. Zalecane jest barwienie m.in. metoda
Papanicolaou lub Shorr’a. Teratozoospermia to termin oznaczajgcy niskg liczbe plemnikow o
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prawidlowej budowie (morfologii). Za plemniki o nieprawidtowej budowie uznaje si¢ takie,
ktére majg nieprawidlowosci w obrebie glowki, wstawki lub witki. Dany plemnik moze mie¢
tylko jeden albo kilka defektow jednocze$nie. W nasieniu zwykle wystepuja plemniki o
réznych nieprawidtowosciach w budowie. Jesli jakis defekt jest czgstszy niz inne, moze to
wskazywa¢ na konkretne zaburzenie, np. obecno$¢ plemnikow ze spiralnie zwinigtg witkg
moze wskazywaC¢ na zaburzenia funkcjonowania najadrzy. W nasieniu ludzkim odsetek
plemnikow o prawidtowej morfologii rzadko przekracza 30%, natomiast u gryzoni czy knura
plemniki o prawidlowej morfologii stanowia zdecydowang wigkszos¢ (> 85 — 90 %).

Rys. 1. Powszechnie wystepujace mieprawidlowosci w budowie plemnikéw (A- B- niep 3
zaokraglony akrosom, C- silna forma gruszkowata, D- umiarkewana forma gruszkowata, E- lekka forma
dkowej czesci glowld plemnika, H- wolna glowka, I
odwrocona witka, J- wada wstawld plemnika, K- silnie zagieta wstawka, L-, M- krople cytoplazatyczne,

gruszkowata, F- wakuole jad . G- defekt w 2

N- silna forma teratoidalna, O- umiarkowana forma teratoidalna, P- prawidlowy plemnik.

:/www.brahman.com.au/images/information 'technical reproduction/Sperm-Abnormalities L.j

Na standardowg oceng nasienia sktada sie:

e makroskopowa ocena parametréw Srodowiska, w ktorym zawieszone sg plemniki
(objetos¢, lepkos¢, pH, czas uptynnienia, kolor); parametry te sa odzwierciedleniem
prawidlowosci funkcjonowania gruczoléw dodatkowych produkujacych ptyn, w
ktorym zawieszone sg plemniki

e ocena mikroskopowa plemnikéw (koncentracja, ruchliwo$¢, zywotnos¢ oraz
morfologia)

e dodatkowo ocenie podlega ewentualna obecno$¢ tzw. komorek okraglych oraz
bakterii.

3. Opis procedury

Cwiczenie 1. Ocena zywotnosci plemnikoéw testem HOS (Hypo-osmotic swelling test) czyli
testem pecznienia
1. Wymiesza¢ probke nasienia z woda destylowang w stosunku 1:20
2. Nalozy¢ 10 pl probki na szkietko podstawowe 1 przykry¢ nakrywkowym
(preparat bezposredni)
3. Inkubowaé w temperaturze 37°C przez 5 min.




4. Przygotowac 2 preparaty i okresli¢ licze plemnikow o napgczniatych witkach
(tzn. zywych) przypadajacg na zliczonych 100 plemnikow.
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WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen.
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5. Zywotno$é wyraza sie jako odsetek (%) plemnikéw o zmienionych witkach
zaokraglajac do liczby catkowitej. Wynik podaje si¢ jako $rednig z dwoch
wynikéw uzyskanych w dwoch preparatach.

Cwiczenie 2. Ocena koncentraciji plemnikoéw

1. Delikatnie wymiesza¢ probke i natozy¢ na szkietko podstawowe 10 pl probki,
przykry¢ szkielkiem nakrywkowym i oglada¢ (pow. 400x lub 200x). Ocenié
liczbe plemnikéw w polu widzenia.

2. Przygotowa¢ rozcienczenie wg dostarczonej tabeli. Jako rozcienczalnika uzy¢
r-ru hipertonicznego.

3. Zliczy¢ 400 plemnikow (z dwoch komor); z kazdej po ok. 200 plemnikow
zachowujac regule 2 bokow Biirkera w rzedach siatki 5 (jesli nie zliczymy 200
plemnikow liczymy dalej w rzgdach siatki 4 1 6)

4. Sprawdzi¢ czy $Srednia z wynikOw 1 roznica pomiedzy wynikami mieszczg si¢ w
tabeli

5. Wyliczy¢ koncentracje plemnikow ze wzoru:

C= (N/n)x(1/20)x wsp. rozcienczenia

N-liczba plemnikow

n=liczba rzgdow

Cwiczenie 3. Barwienie plemnikoéw metoda Papanicolaou

Do barwienia nalezy uzy¢ wysuszonego rozmazu plemnikow.

Odczynniki Czas zanurzenia / ilo_éé zanurzen
preparatu w odczynniku

1. Etanol 80% 10 zanurzen

2. Etanol 70% 10 zanurzen

3. Etanol 50% 10 zanurzen

4. Woda destylowana 10 zanurzen

5. Hematoksylina Harrisa 4 min

6. Woda biezgca 3-5 min




7. Kwasny etanol

2 zanurzenia

8. Woda biezaca

3-5 min

9. Woda destylowana

1 zanurzenie

10. Etanol 50% 10 zanurzen
11. Etanol 70% 10 zanurzen
12. Etanol 80% 10 zanurzen
13. Etanol 90% 10 zanurzen
14. Orange G 6 2 min

15. Etanol 95% 10 zanurzen
16. Etanol 95% 10 zanurzen
17. EA-50 5 min

18. Etanol 95% 5 zanurzen
19. Etanol 95% 5 zanurzen
20. Etanol 95% 5 zanurzen

W celu oceny morfologii plemnikéw wybarwione preparaty nalezy oglada¢ w mikroskopie
swietlnym w powickszeniu 1000x.

3. Wymagania

Student powinien umie¢ scharakteryzowa¢ podstawowe parametry funkcjonalne plemnikéw
ssakow oraz zna¢ metody pozwalajgce na oceng tych parametrow.

4. Literatura dodatkowa:

1. Journal of Laboratory Diagnostics 2010, Vol 46, Issue 2, p. 161-170
(http://www.diagnostykalaboratoryjna.eu/journal/DL_2 2010. str_161-170.pdf)
2. Rat Sperm Morphological Assessment (http://www.irdg.co.uk/Sperm_morphology.pdf)
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