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Streszczenie

Umiejetnos¢ ludzkich plemnikéw do wchodzenia w reakcje z dojrzatg komorka
jajowa jest ztozonym i stabo poznanym zjawiskiem. Reakcja akrosomalna ludz-
kich plemnikéw w przeciwienstwie do plemnikéw innych ssakéw jest trudna
do obserwacji przy uzyciu konwencjonalnych metod mikroskopowych. Idealng
metoda do oceny reakcji akrosomalnej ludzkich plemnikéw jest mikroskopia
elektronowa, ale niestety jest to metoda zbyt czasochtonna, skomplikowana
i kosztowna, aby méc ja wykorzystywa¢ w rutynowej diagnostyce. Natomiast
cytometria przeptywowa jest wykorzystywana do badania reakcji akrosomal-
nej ssakéw i byta potgczona z metoda wykorzystujaca lektyny zwigzane z FITC
do badania ludzkiej reakcji akrosomalnej. Przeciwciato CD46, znane takze jako
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proteina kofaktora btonowego, wigze antygeny wystepujgce na wewnetrznej
btonie akrosomu plemnika. Wykorzystanie przeciwciat CD46 w pofaczeniu z cy-
tometrig przeptywowa moze dostarczy¢ szybkiego testu do rutynowej oceny
reakcji akrosomalnej.

Abstract

The capability of human spermatozoa for penetrating the mature ovum is
a complex and poorly recognized phenomenon. The acrosome reaction in hu-
man spermatozoa, opposite to spermatozoa of other mammals, is difficult to
observe with the use of conventional microscopic methods. Electron micros-
copy is an ideal method for the evaluation of the human sperm acrosome reac-
tion; however, this method is much too time consuming, complicated and costly
to use in routine diagnostics while flow cytometry is applied to investigate ac-
rosome reaction in mammals and has been combined with the method using
FITC-conjugated lectins for examining human sperm acrosome reaction . CD46
antibody, also known as membrane cofactor protein binds antigens located in
the inner acrosomal membrane of the spermatozoon. The use of CD46 antibod-
ies in combination with flow cytometry may provide a quick test for routine as-
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sessment of acrosome reaction.

Zdolnos¢ ludzkich plemnikéw do wchodzenia w re-
akcje z dojrzalg komorka jajowa jest ztozonym i stabo
poznanym zjawiskiem [1]. W swoich pracach Was-
sarman [2] sugeruje bardziej skomplikowane bada-
nie zaleznosci plemnik-oocyt w celu doktadnego
zdefiniowania mechanizmu zjawiska zaptodnienia.
Kazdy plemnik moze mie¢ wymagane parametry
ruchliwo$ci i moze by¢ zdolny do uzyskania stanu
kapacytacji niezbednego do przekroczenia barier
oocytu, ale jesli nie bedzie sie mdgt zwigzac z oston-
ka przejrzysta i dokonczy¢ reakcji akrosomalnej,
cala jego podréz bedzie na marne. Byloby bardzo
korzystne, gdybysmy mogli okresla¢, ktore subpopu-
lacje plemnikéw nie sg w stanie wejs¢ w reakeje akro-
somalng. Wiadomo z réznych prac [3,4,5], ze tylko
15-45% prawidtowo ruchomych plemnikéw wyko-
rzystywanych w zaplodnieniu pozaustrojowym jest
zdolnych do reakeji akrosomalnej w warunkach in vi-
tro. Dalsze prace badajace wigzanie plemnik-ostonka
[6,7,8] i reakcje akrosomalng po ekspozycji na roz-
puszczong ostonke przejrzysta tylko potwierdzaja te
obserwacje. Dlatego tez zdolnos¢ do przewidywania,
czy dany plemnik bylby zdolny do pelnego procesu
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zaplodnienia, mialaby duze znaczenie w diagnostyce
i leczeniu wczesniej niewyjasnionych przypadkow
nieplodnosci.

Swoista hipoglikozylowana izoforma dopetniacza
regulatora biatka kofaktora blonowego (mebrane co-
factor protein — MCP; CD46) umiejscowiona jest na
wewnetrznej blonie akrosomalnej plemnika. Blona ta
zostaje odstonieta po wystapieniu reakcji akrosomal-
nej, zjawisku egzocytozy wystepujacym po kontakcie
z ostonka przejrzysta komorki jajowej. MCP odgrywa
znaczaca role w procesie rozmnazania [9]. Ekspresja
MCP na ludzkich plemnikach jest $cidle ograniczona
do wewnetrznej blony akrosomalnej [10,11]. Zmiany
w ekspresji MCP na plemnikach zostaly powigzane
z nieplodnoscig [12,13], poniewaz MCP moze by¢
celem dla przeciwcial przeciwplemnikowych [14].
Inna hipoteza sygnalizuje zdolnosci MCP, szczegol-
nie do wywolywania przeplywu jonéw wapnia przez
wewnetrzna blone akrosomalng [9]. Kolejna hipoteza
dotyczy jego funkcji dopelniaczowo-regulatorowej,
dzigki ktérej moze ochraniaé plemnik, ktéry wszed!
juz w reakcje akrosomalng podczas ostatnich etapdéw
zaplodnienia.
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Reakcja akrosomalna ludzkich plemnikéw w prze-

ciwienstwie do plemnikéw innych ssakéw jest trudna
do obserwacji przy uzyciu konwencjonalnych metod
mikroskopowych [15]. Idealng metoda do oceny re-
akcji akrosomalnej ludzkich plemnikéw jest mikro-
skopia elektronowa [16], ale niestety jest to metoda
zbyt czasochlonna, skomplikowana i kosztowna, aby
moc ja wykorzystywac w rutynowej diagnostyce. Cy-
tometria przeplywowa jest wykorzystywana do bada-
nia reakcji akrosomalnej ssakow [17] i byla potaczo-
na z metoda wykorzystujaca lektyny zwigzane z FITC
do badania ludzkiej reakcji akrosomalnej [18]. Prze-
ciwcialo CD46, znane takze jako proteina kofaktora
blonowego [19,20,21], wiaze antygeny wystepujace
na wewnetrznej blonie akrosomu plemnika [22].
Wykorzystanie przeciwciat CD46 w polaczeniu z cy-
tometrig przeplywowa moze dostarczy¢ szybkiego
testu do rutynowej oceny reakeji akrosomalnej [22].
Wigkszo$¢ autoréw zgadza si¢ co do roli, jaka
odgrywa reakcja akrosomalna podczas penetracji
plemnika na powierzchni ostonki przejrzystej ko-
morki jajowej [23]. Jesli reakcja akrosomalna wyste-
puje poza cumulusem, plemnik nie moze migrowaé
przez blong, poniewaz plemniki, ktére wejda w reak-
cje akrosomalng, zyja krdtko. Reakcja akrosomalna
obejmuje zmiany zachodzace w réznych blonach
gléwki plemnika. Najpierw blona plazmatyczna znad
akrosomu taczy sie z lezaca ponizej zewnetrzna btong
akrosomalng. To polgczenie prowadzi do powstania
ukladu pecherzykow hybrydowych, ktére ostatecznie
sg usuwane podczas przechodzenia plemnika przez
ostonke przejrzysta. Jedna z konsekwencji fuzji jest
wydzielenie substancji rozpuszczalnej - proteazy
plemnikowej (akrozyna), ktéra moze trawi¢ sktad-
niki ostonki przejrzystej. Wraz ze wzrostem propul-
sji witkowej plemnik zostaje przeprowadzony przez
ostonke przejrzysta. Kazdy plemnik penetrujacy ko-
morke jajowa tworzy szczeling penetracyjng, przez
ktoéra uzyskuje dostep do przestrzeni okotozoéltko-
wej. Szczelina utworzona przez plemnik penetrujacy
do przestrzeni okotozéttkowej moze by¢ rozpozna-
na przez rozpad ostonki przejrzystej w miejscu jego
penetracji i pojawieniu si¢ w tej okolicy zwigzanego
z plemnikiem trypsynopodobnego enzymu - akro-
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zyny. Wigor samych plemnikéw przy jednoczesnej
nieobecnosci enzymow jest uwazany za wystarczajg-
cy do penetracji ostonki przejrzystej komorki jajowej
[24]. Jednakze a-akrozyna (proakrozyna) majaca wy-
soka mase czasteczkowa moze odgrywac takze role
proteiny wigzacej ostonke. Inng sugerowana funkcja
proakrozyny jest drugorzedowe wigzanie do ostonki
przejrzystej przez plemnik bedacy w trakcie reakcji
akrosomalnej, angazujacej proteing ostonkowag ZP2
[7,25].

Cytometria przeptywowa rozwija si¢ od 40 lat.
Powstala poczatkowo jako metoda liczenia komo-
rek, nastepnie réwniez okreslania ich rozmiardw,
az osiggnela poziom wyrafinowanego narzedzia do
wieloparametrowej oceny biochemicznych i fizycz-
nych wlasciwosci komorek lub ich sktadowych [17].

Dzialanie cytometru mozna stresci¢ nastepujaco:
znakowane komorki s3 pompowane pod niewielkim
ci$nieniem do strefy pomiaru, gdzie nastepnie sg na-
$wietlane dokladnie zogniskowang wigzka laserowa.
Komoérki rozpraszajg $wiatlo i jednocze$nie pobudza-
ne sg fluorochromy przylaczone do komorki. W kaz-
dym przypadku mierzone jest natezenie §wiatla zapo-
mocg specjalnych detektoréw. Powstale tam sygnaty
elektryczne s3 wzmacniane, formowane i przesyltane
do komputera w celu dalszej obrébki, przechowywa-
nia i analizy. Proces ten zachodzi z duza predkoscig -
od kilkuset do kilku tysigcy komorek na sekunde.

W cytometrze przepltywowym mozna wyrdznic
trzy gléwne uktady:

1. Uklad transportu cieczy i powigzany z nim

uklad powietrzny.

2. Uktad optyczny.

3. Uklad elektroniki.

Zadaniem ukladu powietrznego jest wytworze-
nie podcis$nienia w zbiorniku z ciecza ogniskujaca
i w probowce z zawiesing komoérek. Uklad transpor-
tu cieczy doprowadza ciecz ogniskujaca do odpo-
wiednio uksztaltowanej dyszy pomiarowej, do ktorej
réwniez powoli wstrzykiwana jest probka. Na zasa-
dzie ogniskowania hydrodynamicznego komorki sa
formowane w cienki strumien, ktéry podaza w kie-
runku wigzki laserowej. Po pomiarze komorki i ciecz
otaczajaca przemieszczane s3 do pojemnika zbieraja-
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cego odpadki. Stabilnos$¢ tego ukladu decyduje o ja-

kosci pomiaru.

Na uklad optyczny skltada sie zrodlo swiatta — la-
ser, uktad ksztaltujacy i ogniskujacy wigzke laserowa
na komorce oraz optyka zbierajaca. Jej zadaniem jest
odfiltrowywanie poszczegélnych dlugosci fal oraz
zogniskowanie promieni $wietlnych na fotokatodzie
detektordw.

W nowoczesnych instrumentach jako zrédla swia-
tlta wykorzystuje sie lasery. Swiatlo, ktore one emitu-
ja, jest monochromatyczne, spojne, spolaryzowane
pionowo, o malej $rednicy wigzki i o wystarczajagcym
natezeniu. W wielu laserach mozna zmienia¢ ener-
gie wiazki w szerokim zakresie od kilku mW do setek
mW. W zalezno$ci od potrzeb uzywamy laseréw emi-
tujacych $wiatlo o réznych diugosciach fal - od UV,
poprzez $wiatlo niebieskie, zielonozélte, czerwone.
Najczesciej w cytometrii uzywa si¢ laseréw argono-
wych, kryptonowych lub korzystajacych z mieszanin
gazéw np. Ar-Ne, He-Ne.

Poniewaz widmo fluorescencji jest przewaznie sze-
rokie, aby umozliwi¢ jednoczesny pomiar w dwoch
lub trzech kolorach musimy stosowal filtry prze-
puszczajace tylko pozadane diugosci fal.

Filtry dzielimy na dwa typy:

1. Absorbcyjne.

2. Interferencyjne.

Filtry absorbcyjne s3 wykonane ze szkla napylone-
go warstwg materialu pochlaniajacego pewien zakres
widma, a przepuszczajacego pozostaly. Sa to filtry
tanie. Najczesciej uzywa sie ich jako filtréw odcina-
jacych.

Dzialanie filtréw interferencyjnych polega na tym,
ze $wiatlo na takim filtrze ulega interferencji. Pewne
diugosci fal s3 wzmacniane, inne wyttumiane. Filtry
te naleza do grupy filtréw pasmowych. W cytometrii
uzywa sie tez zwierciadel dichroicznych. Ustawiane
sg one pod katem 45° do wiazki $wiatla. Pewien za-
kres widma ulega odbiciu, reszta jest przepuszczana.
Sa one wykorzystywane do zmiany kierunku wigzki
0 90° [26].

Jako detektoréow uzywa si¢ fotopowielaczy lub
fotodiody.

Impuls z fotopowielacza przechodzi przez przed-
wzmacniacz znajdujacy sie zaraz za fotopowiela-

20

czem. Jego zadaniem jest zamiana sygnaltu pradowe-
go na napieciowy. Dzieki temu impuls moze dotrzeé
po kablu koncentrycznym do wzmacniacza. Mozna
wybra¢ wzmocnienie logarytmiczne lub liniowe
z dokladna regulacja. Stad sygnal wedruje do ukfa-
du odczytujacego warto$¢ szczytowq kazdego impul-
su, poréwnuje ja z nastawionym progiem rejestracji
i w przypadku gdy sygnat przekracza t¢ wartos¢, kie-
ruje go do przetwornika analogowo-cyfrowego. Po
przeksztalceniu sygnatu na postaé cyfrowa jest on
wysylany do komputera celem dalszej analizy i prze-
chowywania [26].

Wspolczesne cytometry moga mierzy¢ kilka para-
metréw jednoczesnie. Podstawowym pomiarem jest
rejestrowanie §wiatla rozproszonego na komorce oraz
swiatla wysylanego przez wzbudzony fluorochrom.
Dwa detektory mierza $wiatto rozproszone. Pierwszy
z nich rejestruje rozproszenie do przodu w niewiel-
ki kat. Wielko$¢ te oznaczamy symbolem FSC (for-
ward scatter). Drugi detektor rejestruje rozproszenie
pod katem 90° i oznaczamy te wielko$¢ symbolem
SSC (side scatter). Jesli analizujemy komorki w prze-
strzeni dwuwymiarowej w ukfadzie FSC vs. SSC, to
mozemy je réznicowaé. FSC rozdziela komorki ze
wzgledu na ich wielkos¢, a SSC ze wzgledu na ich
ksztalt i wewnetrzng ziarnisto$¢. Oprocz parametrow
opisujacych rozproszenie §wiatfa istotnym pomiarem
jest ocena intensywnosci fluoroscencji. W zaleznosci
od aparatu mamy rézne ilosci detektorow dla fluore-
scencji. Minimalnie powinny by¢ dwa detektory. Naj-
czedciej przy jednowiagzkowym sposobie wzbudzania
$wiatla uzywa sie trzech detektoréw: FL1, FL2, FL3.
Gdy dysponujemy druga wigzka swiatta, mozemy ko-
rzysta¢ z bardziej skomplikowanego systemu zawie-
rajacego dodatkowe detektory: FL4 i FL5. Detektory
sa przydzielane poszczegélnym kolorom lub moga
by¢ dowolnie konfigurowane. Dodatkowo mozna
otrzymywac parametry wyliczane z ksztaltu impul-
sow fluorescenciji [27].

Integralng i niezbedng czescia kazdego cytometru
jest system komputerowy wraz z oprogramowaniem.
Kazda firma produkujgca cytometr opracowala wlas-
ny zestaw programow do zbierania i analizy danych.
Cze$¢ programu przeznaczona do zbierania danych
powinna zawierac:




o modul umozliwiajgcy ustawianie napiecia na

fotopowielaczach, wzmocnienia, kompensacji
koloréw oraz dostarczajacy informacje o aktu-
alnym stanie urzadzenia;

o modul rejestrujacy prébki - dane pacjenta,
preparatu i badania, nazwa zbioru, pod kté-
rym zbieramy dane, ilo$¢ zbieranych komorek;

« modul pozwalajacy na biezaco obserwowac
proces gromadzenia danych w réznych wspot-
rzednych (FSC, SSC, FL1) oraz na biezaco
wybiera¢ populacje komorek, ktére nas inte-
resujg — tzw. bramkowanie poprzez tworzenie
regionéw i ich logicznych potaczen [28].

Czg$¢ programu stuzaca do analizy pozwala na
wszechstronng obrébke danych. Do ich zobrazowa-
nia stosuje si¢ kilka typow wykresow:

« jednowymiarowe — histogram;

o dwuwymiarowe (wykres kropkowy — dot plot,
wykres gestosci — density plot, wykres konturo-
wy — contour plot);

o tréjwymiarowe (wykres perspektywiczny).

Podczas analizy mozliwe jest bramkowanie, ilo-
sciowa ocena komorek w kazdym regionie, wyliczanie
podstawowych wielko$ci statystycznych [29,30,31].

Wykrywanie cytometrem przeptywowym reakcji
akrosomalnej wzbudzonych ludzkich plemnikow
przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych [32] oraz
wigzaniu lektyn z matryca akrosomalna [33,34] zo-
stalo opisane wczesniej przez wielu autoréw i uznane
za najdokladniejszg metode oceny reakcji akroso-
malnej [17].

Wielu z badaczy, ktérzy skupili si¢ na sekwencji
zmian zwigzanych z reakcjg akrosomalng [35], po-
kazalo, ze pierwsza faza reakcji akrosomalnej, ktora
moze by¢ wizualizowana za pomoca mikroskopii
fluorescencyjnej, jest zwigzana z obecnoscia plemni-
kow z wcigz jeszcze nietknietym akrosomem podczas
barwienia.

Wywolywanie reakcji akrosomalnej poprzez jono-
for wapnia nie jest procesem fizjologicznym, jednak-
ze test ARIC (acrosome reaction to ionophore challen-
ge) [36] jest polecany jako praktyczny test w diagno-
styce nieplodnosci, poniewaz znaleziono korelacje
pomiedzy odpowiedzig ludzkich plemnikéw na jo-
nofor wapnia a ich zdolnoscig do zaptodnienia.
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Cytometria przeptywowa jest metoda umozliwia-
jaca nie tylko wykrywanie subpopulacji plemnikéw,
w ktorych wystapita lub nie wystapita reakcja akro-
somalna, ale takze ilosciowa ocene ich morfologii,
funkcji i parametrow metabolicznych. Brook wykazat
wystepowanie dwoch subpopulacji ludzkich plemni-
kow z réznym wewngtrzkomoérkowym pH uzyska-
nym po stymulacji reakcji akrosomalnej jonoforem
wapnia [37]. Réznice w poziomach wewngtrzkomor-
kowego wapnia zostaly opisane na dwdch subpopu-
lacjach komdrek po indukcji reakcji akrosomalnej
plemnikéw byka i knura [38,39]. Oczywiste jest, ze
cytometria przeptywowa moze mie¢ duze zastosowa-
nie w badaniu mechanizméw reakcji akrosomalnej
oraz jej nieprawidlowosci, ktére moga mie¢ wplyw
na ptodnos¢.
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