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Akrosomska reakcija pri morfolosko
razli¢nih tipih cloveskih semencic

Acrosome reaction in morphologically different

types of human spermatozoa

Mojca CiZek Sajko, Borut Kovaci¢, Veljko Vlaisavljevic

Izviecek

Izhodi$ca: Z naso raziskavo smo Zeleli ugotovi-
ti, ali se funkcionalnost akrosoma razlikuje med
razli¢nimi morfoloskimi tipi semencic pri ¢love-
ku.

Metode: Stirinajst semenskih izlivov mogkih
smo oprali v gojiscu, s ¢imer smo odstranili se-
mensko plazmo in tako povzrodili kapacitacijo
semencic. Iz vzorcev smo osamili samo gibljive
semencice. Vsak oprani vzorec smo razdelili na
dva dela. Prvemu smo dodali ionofor Ca*" za
sprozitev akrosomske reakcije (AR). Drugi del je
sluzil kot kontrola za spontano aktiviranje akro-
soma. Po obdelavi smo semencice fiksirali v eta-
nolu in akrosom obarvali s FITC fluorokromom.
Preparate smo opazovali z imunofluorescenénim
mikroskopom. Delez semencic s funkcionalnim
akrosomom (angl. acrosome reaction to io-
nophore challenge, ARIC) smo izrazili z razliko
med delezem semencic s spodbujeno in delezem
semenci¢ s spontano akrosomsko reakcijo za
vsak morfologki tip posebe;j.

Rezultati: Povpre¢ni odstotek spontane AR pri
analiziranih semenskih vzorcih je bil 1,6 +1,8 %,
spodbujene AR 51,8 +18,3 % in ARIC 50,1 19,1 %.
Razli¢ni morfoloski tipi semencic so se med se-
boj razlikovali po delezu uspe$no induciranih
aktivacij akrosoma (x> =87,62; p<0,001) in tudi
po izra¢unanem delezu funkcionalnih akroso-
mov (ARIC; x* =101,45; po,001). Vse morfolosko
neoptimalne semencice (razen semencic¢ okrogle
oblike in semencic z nepravilnostmi jedra) so
imele v primerjavi z normalnimi semencicami
statisticno pomembno niZji odstotek funkcio-
nalnih akrosomov (p < 0,05).

Zakljucki: Funkcionalnost akrosoma je poveza-
odstotek normalnih akrosomov imajo morfolo-
$ko optimalne semencice, najnizjega pa semen-
¢ice elongiranih in amorfnih oblik.

Abstract

Background: The aim of our study was to as-
certain if the acrosome functionality differs be-
tween various morphological types of spermato-
zoa in human.

Methods: Fourteen ejaculates were resuspended
in the culture medium with the aim to wash the
spermatozoa from the seminal plasma and to
induce sperm capacitation. Only motile sper-
matozoa were isolated from the washed sperm.
Each sample was divided into two aliquots. The
Ca*" ionophore was added to the first aliquot
to induce sperm acrosome reaction. The sec-
ond aliquot served as control for evaluating the
spontaneous activation of the acrosome. After
the treatment, the spermatozoa were fixed in
ethanol and their acrosomes were stained with
FITC fluorochrome. The samples were observed
under an immunofluorescence microscope. The
proportion of spermatozoa with functional acro-
some (ARIC - acrosome reaction to ionophore
challenge) was calculated for each morphologi-
cal type as a difference between the proportions
of spermatozoa with induced and spontaneous
acrosome reaction.

Results: The mean proportion of spontane-
ous AR in the analysed sperm samples was
1.6 +1.8 %, induced AR 51.8+18.3% and ARIC
50.1+19.1 %, respectively. Various morphological
types of sperm differed significantly from each
other by the proportion of successfully induced
acrosome reactions (x*>=87.62, p<o0.001) and
also by the proportion of functional acrosomes
(ARIC; x*=101.45, po.oo1). All types of mor-
phologically nonoptimal spermatozoa (except
the types with round heads and nuclear abnor-
malities) had a significantly lower percentage of
functional acrosomes (p < 0.05) in comparison
with morphologically optimal type.
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Conclusions: The acrosome functionality is re-
lated to morphological characteristics of sper-
matozoa. Optimal morphology types have the
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highest, while elongated and amorphous types of
spermatozoa have the lowest proportion of nor-
mal acrosome.

Uvod

Eden klju¢nih dogodkov oploditve pri
¢loveku je vezava semencice na ovojnico ali
zono pellucido (ZP) jaj¢ne celice. Pogoj za
vezavo semencice na ZP, prehod skoznjo in
zlitje njene membrane s plazmalemo jaj¢ne
celice — oolemo je morfoloska in funkcio-
nalna neokrnjenost akrosoma semencice,’
katerega vsebina se mora sprostiti Sele ob
stiku z zono pellucid. Gre za t. i. akrosomsko
reakcijo. Normalno se sprozi akrosomska
reakcija ob vezavi semencice na receptorje
na zoni pellucid.> Mozno pa je, da akrosom
ni funkcionalen in se AR sprozi pred¢asno
ali pa se sploh ne sprozi. Taksna semencica,
ki ni sposobna normalne akrosomske re-
akcije, ne more oploditi jajéne celice." Mo-
tnje v aktiviranju akrosoma so torej lahko
vzrok za zmanj$ano mosko plodnost ali za
sterilnost. V praksi obstajajo razli¢ni testi
za ugotavljanje funkcionalnosti akrosoma:
doloc¢anje akrosomalnega indeksa, ki pred-
stavlja delez semencic z morfolosko nor-
malnim akrosomom v semenskem vzorcu,’
ugotavljanje aktivnosti akrosomalne hidro-
laze-akrozina® in doloc¢anje deleza semencic
v semenskem vzorcu, ki so sposobne akro-
somske reakcije po spodbujanju z umetnim
drazljajem - Ca*" ionoforjem A2318; (angl.
acrosome reaction to ionophore challenge,
ARIC).> Na podlagi odstotka AR, sprozene
z ionoforjem, lahko namre¢ sklepamo na
oploditveno sposobnost semencic in vitro.>°

Poleg funkcionalnega akrosoma so za
oploditev pomembne tudi morfoloske la-
stnosti semencic. Zona pellucida in plazma-
lema jajcne celice namrec selektivno vezeta
samo semencice normalnih oblik’. Stevilne
raziskave potrjujejo, da je morfologija se-
mena pomemben pokazatelj oploditvene
sposobnosti moskega, ter porocajo o klini¢-
ni pomembnosti tega parametra in njegovi
napovedni vrednosti in vitro® in in vivo.’

Za dolocanje morfologije semena naj-
pogosteje uporabljamo merila WHO' in
strozja merila, ki so jih dolo¢ili na kliniki

Zdrav Vestn Supl | Akrosomska reakcija pri morfolosko razli¢nih tipih ¢loveskih semencic

Tygerberg (angl. Tygerberg strict criteria).®
Stevilni avtorji menijo, da so za ocenjevanje
morfologije semencic stroga merila Tyger-
berg primernejsa kot merila WHO.'"'
Prednosti strogih meril so dobra ponovlji-
vost, korelacija s funkcionalnimi testi in do-
bra napovedna vrednost za stopnjo oplodi-
tve in zanositve pri postopkih zunajtelesne
oploditve (IVF)."!

V nasi raziskavi smo morfologijo semen-
¢ic dolocali po Tygerbersih merilih, ki jih
tudi sicer uporabljamo v diagnosti¢cnem po-
stopku pred postopkom IVE. Zanimalo nas
je, ali se sposobnost semencic za akrosom-
sko reakcijo razlikuje med razlicnimi mor-
foloskimi tipi semencic.

Material in metode

V raziskavi smo analizirali 5600 semen-
¢ic iz semenskih vzorcev 14 preiskovancev,
ki so prisli na diagnosti¢ni pregled pred po-
stopkom IVE. Pri vsakem preiskovancu smo
dolocili koncentracijo semencic, gibljivost
semencic in odstotek morfolosko normal-
nih semencic.

Semenske vzorce smo centrifugirali v
gojis¢u Sperm Preparation Medium (Me-
dicult, Jyllinge, Danska), da smo odstranili
semensko plazmo. Za locitev gibljivih od
negibljivih semencic smo uporabili tehniko
“swim-up’, pri kateri so gibljive semencice
izplavale iz usedline v visje plasti ¢istega go-
jis¢a. Koncentracijo gibljivih semencic smo
uravnali na 5-10 x 10%/ml. Semencice smo
inkubirali 3 ure v inkubatorju pri 37°C in
atmosferi s 5-odstotnim CO,, da je potekla
kapacitacija. Po inkubaciji smo vzorce pri-
pravili za dolocitev akrosomske reakcije.

Akrosomsko reakcijo smo ocenili po me-
todi, ki jo je opisal Cummins in sod.® Opran
in kapacitiran vzorec semencic smo razdelili
na dva dela. Enemu smo dodali Ca2+ iono-
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Slika 1: Semencice

z neaktiviranim
akrosomom (intenzivna
zelena fluorescenca v
celotnem akrosomu) in
semencice s sprozeno
akrosomsko reakcijo
(intenzivno zeleno
obarvano samo
ekvatorialno obmocje
glave); 1000-kratna
povedava.
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for A23187 (Sigma-Aldrich Chemie, Deisen-
hofen, Nemcija) za sprozitev akrosomske
reakcije, drugi pa nam je sluzil kot kontrola
za spontano aktiviranje akrosoma. Po eni
uri inkubacije pri 37 °C in 5-odstotnim CO,
smo vzorec centrifugirali skozi 60-odsto-
tnim gostotni gradient Percoll (Medicult,
Danska), ga sprali z gojis¢em HTg in seme
resuspendirali v 95-odstotnem etanolu. Fi-
ksirane semencice smo nanesli na objektno
steklo in naredili razmaz. Za dolocitev spre-
memb v akrosomalnem delu smo prepara-
te semencic oznacili s FITC konjugiranim
lektinom PSA (Sigma) in jih nato opazovali
z epifluorescenénim mikroskopom (Op-
tiphot, Nikon) pri 1000-kratni povecavi. Ce

so imele semencice obarvano samo ekvato-
rialno obmocje glavice ali ekvatorialno ob-
mocdje in delno obarvan apikalni del akro-
soma, smo jih ovrednotili kot semencice z
aktiviranim akrosomom. Ce je bil mo¢no
obarvan celoten akrosom, smo ocenili, da
akrosomska reakcija Se ni bila sprozena (Sli-
ka 1). Pri vsakem preparatu smo pregledali
200 semencic in hkrati z ugotavljanjem ak-
tiviranja akrosoma ocenili tudi morfologijo
semencic. Dolo¢ili smo delez semencic s
spontano AR, delez semencic z akrosomsko
reakcijo po spodbudi s Ca*" ionoforjem in
delez semencic, ki so sposobne odziva na
spodbudo akrosomske reakcije s Ca*" iono-
forjem, t.j. funkcionalnost akrosoma.

Funkcionalnost akrosoma (ARIC) smo
izrazili po formuli:®

ARIC (%) =spodbujena AR (%) — spontana AR (%).

Hkrati z dolo¢itvijo akrosomske reakcije
smo ovrednotili tudi morfologijo semencic.
Semencice smo ocenjevali po strogih meri-
lih Tygerberg.® Kruger in sod.® vklju¢ujejo
semencice med morfolosko normalne le, ¢e
so te brez nepravilnosti v vseh treh obmo-
¢jih: glavi, vratu in repu. Semenski vzorec je
po strogih merilih morfolosko normalen, ce
ima 14 % ali ve¢ semencic normalno obliko.
Za razliko pa merila WHO postavljajo za
mejno vrednost 30 % morfolosko normalnih
semendic.'® Glede na morfoloske znacilno-
sti glave, vratu in repa smo semencice po
Menkveldu'’ razdelili v 14 skupin (Tabela 1).
Morfoloskih nepravilnosti, kot so makroce-
falna oblika, citoplazmatski ostanek, prelom
vratu, aplazija mitohondrijev, nepravilnosti
repa in pomnozene semencice, pri nasih
vzorcih nismo opazili oziroma so bile izra-
Zene pri manj kot 5% semencic. Zato smo
teh Sest skupin pri vrednotenju povezanosti
morfoloskih lastnosti semencic s sposobno-
stjo semencic za aktiviranje akrosoma izpu-
stili.

Za mejo statisticne pomembnosti smo
upostevali p<o0,05. Povezanost morfolo-
gkih lastnosti semencic s spodbujeno AR in
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Tabela1: Delezi semencic posameznih morfoloskih tipov v skupnem vzorcu

5600 semencic.

normalne

mejno normalne
okrogle
nepravilnosti jedra
mikrocefalne
makrocefalne

elongirane

amorfne/nepravilnosti akrosoma

nepravilnosti vseh obmocij semencice

citoplazmatski ostanek
prelom vratu

aplazija mitohondrijev
nepravilnosti repa
pomnozene semencice

skupaj
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562 (10,0)
964 (17,2)
281 (5,0)
440 (7,9)
319 (5,7)
47 (0,8)
775 (13,8)
726 (12,9)
1222 (21,8)
5(0,1)

81 (1,4)
1(0,0)

178 (3,2)
4(0,1)
5600 (100,0)

s funkcionalnostjo akrosoma (ARIC) smo
ugotavljali s testom hi-kvadrat. Pri sponta-
ni AR so bili delezi semencic z akrosomsko
reakcijo pri posameznih morfoloskih tipih
prenizki, da bi lahko razliko med njimi sta-
tisticno ovrednotili. Posamezne nepravilne
oblike semencic smo pri spodbujeni AR in
pri ARIC primerjali z normalnimi oblikami
s testom hi-kvadrat z Yatesovo korekcijo. Za
statisticno analizo smo uporabili program
Statistika (StatSoft Inc., USA).

Rezultati

Koncentracija semencic v uporablje-
nih semenskih izlivih je bila od 8,8 x10° do
208,0x10°/ml (srednja vrednost 81,4x10°/
ml), gibljivost semencic je bila 45 do 74 %
(srednja vrednost 61,1%). Med analizirani-
mi semencicami je bil povprecni odstotek
spontane AR 1,6 +1,8 % (spodnja in zgornja
meja 0,0-6,5). Povpre¢ni odstotek spodbu-
jene AR je bil visji (51,8 18,3 %, spodnja in
zgornja meja 17,0-776) in temu primerna
tudi ARIC (50,1+19,1 %, spodnja in zgornja
meja 14,0-76,6).
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V povpredju je bilo normalnih oblik v
semenskih vzorcih 10,0 £ 4,5 %, pri ¢emer
so imeli trije preiskovanci ve¢ kot 14 % nor-
malnih oblik, devet preiskovancev je imelo
normalnih oblik med 4 in 14 %, dva preisko-
vanca pa sta imela manj kot 4 % morfolosko
normalnih semencic.

Semencice z nedotaknjenim akrosomom
in semencice, pri katerih je prislo do akro-
somske reakcije, so prikazane na Sliki 1.

Akrosomsko reakcijo pri morfolosko
razli¢nih tipih semencic prikazuje Tabela
2. Morfolosgkih skupin, ki so vkljucevale le
nekaj semencic (<5%), nismo uposteva-
li pri analizi. Tako smo izkljucili vse oblike
nepravilnosti repa, makrocefalne semen-
Cice in pomnozZene semencice. Morfolosko
razli¢ne semencice se med seboj razlikujejo
glede na akrosomsko reakcijo, spodbujeno z
ionoforjem (x* =8762; p < 0,001). Prav tako
je odzivnost razli¢nih oblik semencic na
spodbudo akrosomske reakcije s Ca®* iono-
forjem (ARIC) statisticno znacilno razli¢na
(X* =101,45; p < 0,001).

Razpravljanjein sklep

Nasa raziskava je pokazala, da imajo
morfolosko razlicne semencice razlicno
sposobnost za aktiviranje akrosoma. Najvisji
odstotek semencic s funkcionalnim akroso-
mom smo ugotovili pri morfolosko normal-
nih semencicah in najniZjega pri amorfnih
semencicah. Prav amorfne semencice pa so
tiste, ki imajo najvecje nepravilnosti v akro-
somalnem obmoc¢ju. Lahko bi sklepali, da je
za uspes$no akrosomsko reakcijo pomembna
ustrezna oblika akrosoma. O podobnih re-
zultatih porocajo Carrell in sod.'* Semen-
¢ice so po merilih WHO razdelili v sedem
morfoloskih skupin. Za spodbujanje AR so
uporabili kumulusne celice in kalcijev iono-
for A23187. V obeh primerih so ugotovili, da
je bil odstotek semencic z akrosomsko reak-
cijo pri morfolosko nepravilnih semencicah
nizji kot pri normalnih.

Nasprotno pa nekatere raziskave kazejo,
da morfoloske lastnosti semencic niso v po-
vezavi z njihovo sposobnostjo za aktiviranje
akrosoma po spodbujanju z umetnimi dra-
zljaji."'® Pampiglione in sod."® so ugotavljali,
kaksna je akrosomska reakcija pri morfolo-
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Tabela 2: Funkcionalnost akrosoma (ARIC), spontana in spodbujena AR pri razli¢nih morfoloskih tipih

semencic.

normalne 2,2 (7/320)
mejno normalne 2,1 (10/486)
okrogle 0,0 (0/166)
nepravilnosti jedra 1,0 (2/203)
mikrocefalne 1,0 (2/196)
elongirane 1,8 (7/395)
amorfne/nepravilnosti

akrosoma 16 (6/388)
nepravilnosti vseh obmodij 18 (9/497)

semencice

63,6 (154/242) 61,4
55,4 (265/478) @ 53,42
60,9 (70/115) 60,9
54,9 (130/237) 53,9
455 (56/123) ° 44,5°
45,8 (174/380) © 440°
30,8 (104/338) © 29,2°¢
53,1 (385/725) @ 51,32

Statistiéno pomembna razlika med morfoloSko nepravilnimi semencicami in semencicami normalnih

oblik: p <0,05;° p <0,005; p < 0,0001
ko razli¢nih semencicah po spodbujanju
s folikularno tekoc¢ino. Pri semencicah, ki
jim niso dodali folikularne tekocine, je bila
spontana akrosomska reakcija med razlic-
nimi morfoloskimi skupinami znacilno raz-
licna. Pri semencicah, ki so jih inkubirali s
folikularno tekocino, pa se delezi semencic
s spodbujeno AR med morfoloskimi skupi-
nami niso razlikovali. Razliko med nasimi
rezultati in omenjeno raziskavo lahko po-
skusamo pojasniti z uporabo drugacnega
draZljaja za sprozitev akrosomske reakcije.
Folikularna tekocina je bioloski material in
lahko zaradi vsebnosti razlicnih biologkih
snovi izraza razli¢no aktivnost.'®

Zanimalo nas je tudi, kako se posamezne
nepravilne oblike semencic v funkcional-
nosti akrosoma razlikujejo od normalnih.
Ugotovili smo statisticno pomembno nizji
odstotek akrosomske reakcije pri morfo-
losko nepravilnih tipih, razen pri okroglih
oblikah in pri semencicah z nepravilnost-
mi jedra. Morfoloske tipe smo dolo¢ili na
podlagi modificirane Menkveldove klasifi-
kacije.!> Tako smo uvrstili semencice med
okrogle, ce je bila dolzina glave enaka nje-
ni $irini. Nekateri avtorji pa uvrs¢ajo med
okrogle semencice tiste, ki so povsem brez
akrosoma.'” Te semencice seveda niso spo-
sobne akrosomske reakcije in zato ne more-
jo oploditi jajcne celice. Na podlagi nasih re-
zultatov ne moremo trditi, da imajo okrogle

semencice zmanjsano sposobnost za AR v
primerjavi z normalnimi. To lahko pomeni,
da pri okroglih semencicah akrosom ni to-
liko spremenjen, da se ne bi mogel normal-
no aktivirati. Enako tudi pri semencicah z
nepravilnostmi jedra nismo mogli potrditi
zmanj$ane sposobnosti za akrosomsko re-
akcijo v primerjavi z normalnimi. Ce pri-
merjamo odstotek ARIC pri semencicah z
nepravilnostmi jedra in pri mejno normal-
nih, je ta ugotovitev na videz presenetljiva.
Mozno je, da bi se tudi tu ob ve¢jem $tevi-
lu semencic pokazala statisticno znacilna
razlika. To bi pomenilo, da na sposobnost
za akrosomsko reakcijo ne vpliva le oblika
akrosoma, ampak je pomembna morfologija
celotnega obmocja glave.

Pri¢ujoca studija kaze, da ima morfolo-
gija semencic vpliv na akrosomsko reakcijo,
spodbujeno s Ca*" ionoforjem. V literature
so opisane Se druge metode, pri katerih so
uporabili bolj naravne sprozilce AR, zono
pellucido®® ali progesteron.’” Z nadaljnjimi
raziskavami bi bilo potrebno ugotoviti, ka-
teri drazljaj - kemijski ali fizioloski - je naj-
boljsi napovedni dejavnik.

Z vpeljavo funkcijskega testa, kot je do-
locanje akrosomske reakcije, v Kklini¢ne
preiskave lahko pridobimo pomembne in-
formacije o moski plodnosti. Ugotavljanje
te dinamic¢ne znacilnosti semencic lahko
pomaga pri re$evanju uganke nepojasnjene
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(idiopatske) neplodnosti in primerov po-
navljajo¢ih se ciklov zunajtelesne oplodi-
tve pri normozoospermikih, ki se koncajo
brez oploditve."” Dokazano je bilo namre,
da ima ARIC najvi$jo napovedno vrednost
za zanositev, vi§jo kot jo imajo drugi para-
metri, kot so deleZ samo tistih semencic ki
so imele inducirano akrosomsko reakcijo,
morfologija semencic po strogih merilih in
parameter gibljivosti semencic.*
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