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Studies on spermatozoa morphology and acrosomal reaction in-vitro
during experimental mousepox in BALB/c mice

Summary

Inducing ectromelia (mousepox) virus (ECTV) infection in genetically susceptible BALB/c (H-2d) mice is
an established model for investigating the pathology of generalized viral infections. The aim of this study was
to determine the effect of ECTV on male reproductive cells. Evaluating the reproductive functions entails
examining the quality of gametes. The study examined sperm morphology and motility and the onset of acroso-
mal reaction in-vitro. The results of the experiment indicated a diminished quality of murine spermatozoa at

the peak of clinical signs of mousepox.
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Choroby zakazne uktadu rozrodczego dotycza nie
tylko czlowieka, ale stanowia tez istotny problem
w medycynie weterynaryjnej. Ustalenie skutecznych
metod leczenia i zapobiegania chorobom zakaznym
jest mozliwe w duzym stopniu dzigki do§wiadczeniom
na zwierzetach laboratoryjnych, w tym na myszach,
ktore moga stuzy¢ do badan nad patogeneza zakazen
uktadu rozrodezego o réznej etiologii (1, 3, 16, 18).
W naszym zespole od lat prowadzone sa badania nad
ospa myszy, ktorej czynnikiem etiologicznym jest wi-
rus ektromelii (ectromelia virus, ECTV) nalezacy do
rodzaju Orthopoxvirus i rodziny Poxviridae. ECTV
stanowi dobry model do badania patogenezy chordb
wywotywanych przez ortopokswirusy u naturalnych
gospodarzy (13, 20, 21). Wirus ten znalaz} tez zasto-
sowanie w badaniach z zakresu immunologii uktadu
rozrodczego. Jacoby i Bhatt (8) badali mozliwos¢ wy-
korzystania rekombinowanego ECTV do opracowa-
nia szczepionki powodujacej dtugotrwala nieptodnos¢
u myszy. Coraz wigkszego znaczenia w okreSlaniu
wpltywu czynnikow zakaznych na procesy zachodza-
ce w narzadach uktadu rozrodczego nabierajq doswiad-
czenia prowadzone pozaustrojowo. Badanie jakosci
gamet, procesu zaptodnienia, rozwoju i jakosci zarod-
kow in vitro jest istotnym elementem oceny prawidto-
wosci funkcjonowania uktadu rozrodczego. Jednym
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z podstawowych badan pozwalajacych na rozpozna-
nie nieprawidtowosci funkcjonowania meskiego ukia-
du rozrodczego jest analiza nasienia. U wigkszosci ga-
tunkow ssakéw badanie nasienia polega na ocenie
objetosci ejakulatu, barwy nasienia, jego konsysten-
cji, gestosci, pH oraz ruchliwosci, koncentracji i mor-
fologii plemnikow (9, 12). Niewatpliwie wazne sa
wszystkie wymienione elementy oceny jakosci plem-
nik6éw i plazmy nasienia, jednak, jak wynika z piSmien-
nictwa (5-7, 10, 11), w przypadku infekcji wirusowych
mogacych oddziatywa¢ na ukfad rozrodczy, istotnym
diagnostycznie zmianom ulega najczesciej koncentra-
cja, morfologia i ruchliwo$¢ plemnikow. Nieprawidto-
wosci budowy meskich komérek rozrodczych moga
dotyczyé kazdej z podstawowych struktur sktadajacych
si¢ na ostatecznie wyksztatcony plemnik, a mianowi-
cie: gtowki, szyjki, wstawki oraz witki. Nalezy pamig-
ta¢, ze w fizjologicznym ejakulacie r6znych gatunkow
ssakOw wystepuje zawsze pewien odsetek nieprawid-
towych form plemnikow. Waznym testem diagnostycz-
nym jest okre$lanie ruchliwosci plemnikow i sposob
ich poruszania si¢ (prawidtowy ruch jest prostolinio-
wy). Zdolno$¢ plemnikéw do zaptodnienia komorki
jajowej in vitro moze by¢ oceniania za pomocg roz-
nych testow, ktore pozwalaja, migdzy innymi, oceni¢
przytaczanie si¢ plemnika do receptoréw biatkowych
na powierzchni ostonki przejrzystej badz mierza zdol-
no$¢ penetracji ostonki przez plemnik. Pokonanie ba-
riery ostonkowej przez plemnik jest mozliwe w gtow-
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nej mierze dzigki reakcji akrosomalnej. Polega ona na
fuzji blon akrosomu, uwolnieniu enzymow akrosomal-
nych i w efekcie - rozpuszczeniu ostonek komorki ja-
jowej. Stopien reakcji akrosomalnej mozna ocenié, wy-
korzystujac badanie mikroskopowe odpowiednio przy-
gotowanego nasienia z zastosowaniem wybranych
metod barwienia (2, 23).

Celem badan byto okreslenie wptywu szczepu Mos-
cow wirusa cktromelii (ECTV-Mos) na mgskie komor-
ki rozrodcze myszy BALB/c (H-2%), poprzez oceng
morfologii plemnikow i czasu wystapienia reakcji
akrosomalnej plemnikéw in vitro.

Materiatl i metody

Genetycznie wrazliwe na zakazenie ECTV-Mos myszy
BALB/c w wieku 5 tygodni, o masie 20-27 g zakazano po-
przez $rdédskorna, dostopowa (obie konczyny miedniczne)
iniekcje ECTV-Mos, w dawce 3,5 x 10° LD, /mysz (LD,
=10°7%/ml), w objetosci 0,03 ml/koniczyng. Grupe zwierzat
kontrolnych stanowity myszy niezakazone. Komorki roz-
rodcze badanych zwierzat izolowano w 5. dniu po zakaze-
niu (d.p.z.), tj. po pierwotnej wiremii ECTV-Mos 1 w
15 d.p.z. — w petnoobjawowej postaci ektromelii. W celu
uzyskania plemnikow od samcow myszy BALB/c izolo-
wano najadrza. Manipulacji na izolowanych komorkach do-
konywano pod kontrola mikroskopu stereoskopowego
(PZ0), zaopatrzonego w podgrzewany stolik (38°C). Ho-
dowle plemnikow prowadzono w temperaturze 37°C, w at-
mosferze o 5% zawartosc: CO,.

Objawy kliniczne ektromelii. Pierwszym objawem kli-
nicznym ektromelii u zakazonych dostopowo myszy BALB/c
jest wystepujacy w 7-9 d.p.z. obrzek stop (miejsce iniekeji
wirusa). W kolejnych dniach pojawiaja si¢ grudkowe zmia-
ny skome poczatkowo na konczynach miednicznych i/lub
ogonie, pozniej na calej powloce ciata. Zmiany te przera-
dzaja sie w pecherzyki, krosty i/lub owrzodzenia, ktorych
najwigksze nasilenie notuje si¢ okoto 14-16 d.p.z. Zmiany
skérne na konczynach miednicznych i/lub ogonie moga
osiagac charakter rozlegltych zmian martwiczych, ktore
w efekcie powoduja autoamputacje tych czgsei ciata. Symp-
tomatycznym, ciezkim objawom choroby ektromelia za-
wdzigcza swoja nazwe.

Przygotowanie plemnikow do badan. Najadrza umiesz-
czano w preinkubowanym (37°C, 5% CO,, 12 h) podlozu
T6 (Sigma) pod parafina (Sigma). Uwolnione z ogona na-
jadrzy plemniki inkubowano przez 25 min. Po inkubacji
zawiesing plemnikéw przeniesiono do preinkubowanego
przez 12 h podtoza T6 z dodatkiem 15 mg/ml BSA pozba-
wionej kwasow thiszczowych (Sigma) i ponownie inkubo-
wano w kropli pod parafina przez 90 min., przy koncentra-
cji 1-2 x 10° plemnikéw/ml, w celu kapacytacji plemnikow.

Ocena morfologii plemnikéw. Cze$¢ uwolnionych z na-
jadrzy badanych plemnikéw po 25 min. inkubacji w pod-
tozu T6 i przeniesieniu do medium T6 + BSA postuzyta
do wykonania preparatow (rozmazy z zawiesiny plemni-
kow). Wysuszone w temperaturze pokojowej preparaty bar-
wiono rutynowo metoda Pappenheima. Ocena morfo-
logii plemnikow, przy uzyciu mikroskopu Olympus BX60,
polegata na okresleniu odsetka komorek z wadami doty-
czacymi struktur badanych plemnikéw. W szczegdlnosci
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uwzgledniano wady morfologii glowki, wstawki 1 witki
plemnika.

OkreSlenie czasu wystapienia in vitro reakeji akroso-
malnej i ruchliwo$ci ogélnej plemnikéw. Czas wystapie-
nia reakcji akrosomalnej plemnikéw badano przy uzyciu
metody Abdel-Halim Amina (23), stosujac barwienie chlo-
rotetracykling (CTC), ktoéra ma powinowactwo do dwudo-
datnich kationéw na powierzchni plazmolemmy plemnika.
Plemniki, w ktorych nie zaszla jeszcze reakcja akrosomal-
na, wykazuja specyficzna fluorescencje (fluorescencja
gtowki plemnika) w obecnosci CTC, na skutek jej zwiaza-
nia z biatkami btonowymi akrosomu. W wyniku reakcji
akrosomalnej zanikaja wiazania CTC z blonami akroso-
mu, a tym samym zanika fluorescencja wybarwionych ko-
morek. Uwolnione z najadrzy gamety po 25 min. inkuba-
¢ji w podiozu T6 przeniesiono do podtoza T6 + BSA i in-
kubowano przez 5 godzin. Nastepnie, w odstgpach 60-mi-
nutowych z inkubowanego materiatu pobierano probki,
ktére stuzyly do wykonania oznaczenia. Przygotowano
500 uM roztwor CTC (Sigma) w buforze Tris (20 mM Tris,
130 mM NaCl, 5 mM cysteiny) o pH = 7,8, ktory przecho-
wywano w $wiattoszezelnym naczyniu, w 4°C. Do kazdej
proby uzywano Sul badanej zawiesiny plemnikow, ktora
inkubowano przez 10 sek. z taka sama objgtoscia roztworu
CTC ogrzanego do 37°C. Reakcj¢ barwienia plemnikow
hamowano, stosujac 2 pl 12,5% aldehydu glutarowego.
Kolejnym etapem badania bylo wykonanie preparatow bez-
posrednich z barwionej CTC zawiesiny plemnikéw. Prepa-
raty ogladano w mikroskopie BX60 (Olympus). Rownole-
gle 7z badaniem czasu wystapienia reakcji akrosomalne;j, pro-
wadzono ocene ruchliwo$ci plemnikow. Z badanej za-
wiesiny plemnikow wykonywano preparaty bezposrednie,
ktore nastepnie ogladano w mikroskopie kontrastowo-fa-
zowym BX60 (Olympus). Okre§lano ogoélng ruchliwos¢
plemnikéw, wyrazana w warto$ciach procentowych.

Analize statystyczna wynikow uzyskanych w poszcze-
golnych doswiadczeniach przeprowadzono przy uzyciu
testu Cochrana-Coxa.

Wyniki i omdwienie

Morfologia plemnikow myszy zakazonych
ECTV-Mos. Oceniajac morfologi¢ plemnikow myszy
zakazonych ECTV-Mos, okreslano odsetek plemnikow
z wadami strukturalnymi: gléwki, wstawki 1 witki
(ryc. 1.) Badanie wykazalo istotny (p < 0,05) wzrost
odsetka plemnikéw z wadami gltowki (31,7%) uzyska-
nych od samcow w 15 d.p.z. w poréwnaniu z kontrolg
iz grupa 5 d.p.z. Istotnie (p < 0,05) wzrdst tez w tej
samej grupie doswiadczalnej odsetek plemnikéw z wa-
dami wstawki (do 9,9%). Nie wykazano istotnych
zmian w morfologii plemnikow izolowanych od sam-
coOw w 5 d.p.z. w poréwnaniu z kontrola. Wyniki ba-
dan zamieszczono w tab. 1.

Czas wystgpienia reakcji akrosomalnej in vitro
i ruchliwo$¢ plemnikéow. Doswiadczenie z zastoso-
waniem metody barwienia CTC badanych plemnikow
wykazato istotne réznice w reakcji akrosomalnej in
vitro plemnikéw izolowanych od myszy w 15 d.p.z.
ECTV-Mos w poréwnaniu z wynikami z grupy kon-
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Tab. 1. Odsetek plemnikéw z wadami strukturalnymi (plemni-
kow izolowanych od myszy BALB/c zakazonych ECTV-Mos)

% plemnikow
Grupa z wadami dotyczaeymi:
do$wiadczalna ogdtem _
gtowki | wstawki | witki | wszystkich | prawidtowych
strukiur

Kontrola 15,2 4,7 3,3 23,2 76,8
5d.p.z. 17,8 75¢ 2,8 28,11 71,9
(15 d.p.z. 31,71 | 9,91° 29 4451+ 55.5

Objasnienia: (1) istotny statystycznie (p < 0,05) w stosunku do
kontroli wzrost odsetka plemnikéw wykazujacych wady morfolo-
giczne; (*) istotny statystycznie (p < 0,05) w stosunku do 5 d.p.z.
wzrost odsetka plemnikdéw wykazujacych wady morfologiczne

e f h

=]

Ryc. 1. Wady morfologiczne plemnikow myszy BALB/c za-
kazonych ECTV-Mos

Objasnienia: a-b — plemniki prawidlowe; ¢ — wada glowki (glow-
ka okragta); d — wada gtéwki (gtowka amorficzna); e — wada
wstawki (pogrubienie wstawki); f — wada witki (zapgtlenie wit-
ki); g — wada wstawki (zlamanie wstawki)

Ryec. 2. Plemniki myszy BALB/c zakazonych ECTV-Mos;
barwienie CTC

Objasnienia: a — plemniki, w ktérych nie zaszla jeszcze reakcja
akrosomalna; b — plemniki w reakcji akrosomalnej; 1 — swoista
CTC fluorescencja gtdwek plemnikéw; 2 — to samo pole widze-
nia preparatu w obrazie kontrastowo-fazowym
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Tab. 2. Czas wystapienia reakeji akrosomalnej in vitro plem-
nikéw myszy BALB/c zakazonych ECTV-Mos

' % plemnikéw wykazujacych ﬂuure<.cenc|e w:
dosv?i:;l:ialna 60. min. | 120. min. | 180. min. | 240. min.
Jamspats inkubacji | inkubacji | inkubacji | inkubacji
K 198 | 47 0,0 0,0
5d.p.z. ECTV-MOS 23,21 53 0,3 0,0
15 d.p.z. ECTV-MOS 3861 33,11 32,61 13,71*

Objasnienia: (1) istotny statystycznie (p < 0,05) wzrost odsetka
plemnikéw z opdzniong reakcja akrosomalng w stosunku do kon-
troli; (*) istotny statystycznie (p < 0,05) wzrost odsetka plemni-
kow z opdzniona reakcjg akrosomalna w stosunku do 5 d.p.z.

trolnej i grupy myszy 5 d.p.z. Stwierdzono znaczne
wydluzenle czasu wystapienia omawianej reakcji.
W 240. min. inkubacji 13,4% plemnikow izolowanych
od myszy w 15 d.p.z. ECTV-Mos wykazywato jesz-
cze swoista fluorescencjg (ryc. 2.), zatem nie zaszla
jeszcze u nich reakcja akrosomalna. Wyniki badan
przedstawiono w tab. 2. Analiza ruchliwosci ogdlne;
badanych plemnikéw wykazata znaczne pogorszenie
ruchliwosci badanych komérek izolowanych od my-
szy zakazonych. W grupie 15 d.p.z. ECTV-Mos odse-
tek ruchliwych plemnikow znacznie obnizyt si¢ juz
w 60. min. inkubacji. Catkowita utrate ruchliwosci
plemnikow w tej grupie doswiadczalnej stwierdzono
w 180. min., za§ w grupie 5 d.p.z. —w 360. min. bada-
nia. Wyniki badania przedstawiono na ryc. 3.

Istnieje niewicle informacji na temat mechanizmow
oddziatywania zakazen wirusowych na jako$¢ meskich
komoérek rozrodczych. Obecnie najwigcej badan pro-
wadzi sie nad patogeneza zakazenia HIV u ludzi (HIV,
human immunodeficiency virus — ludzki wirus niedo-
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inkubacji [min] | 0 |ao ) | 120 | 180 | 240 | 360
| 'mKontrola | 85 | 75 | 70 | 60 | 40 | 30 ‘
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Ryc. 3. Ruchliwosé¢ ogélna plemnikéw myszy BALB/c zaka-
zonych ECTV-Mos

Objasnienia: ( | ) istotne statystycznie (p < 0,05) w poréwnaniu
z kontrola zmniejszenie ruchliwosci plemnikdw; (*) istotne sta-
tystycznie (p < 0,05) w porownaniu z 5 d.p.z. zmniejszenie ruch-
liwosdci plemnikow
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boru immunologicznego) (19). Obnizenie ruchliwos-
ci i zwigkszona $miertelnos¢ plemnikéw obserwowa-
no w doswiadczeniach nad HPV (human papilloma-
virus — ludzki wirus brodawczaka) i AAV (adeno-as-
sociated virus, wirusy zalezne od adenowirusow) oraz
licznymi zakazeniami bakteryjnymi 1 pierwotniaczy-
mi (15, 17). Obnizenie ruchliwosci plemnikéw moze
towarzyszy¢ chorobom autoimmunologicznym. Plem-
niki myszy z doswiadczalnie wywotanym autoimmu-
nologicznym zapaleniem jader wykazuja obnizong
ruchliwo$¢ oraz mniejsza skuteczno$¢ zaptodnienia
komérek jajowych in vitro (22). W badaniach przed-
stawionych w niniejszej pracy wykazano obnizenie
jakosci plemnikow izolowanych od myszy BALB/c
w szczycie objawow klinicznych ektromelii (14-16
d.p.z.). Na uwagg zastuguje fakt obnizenia ruchliwos-
ci plemnikéw 1 znaczny odsetek komorek wadliwych
strukturalnie (gtownie z defektem glowki) w 15 d.p.z.
Mechanizmy doprowadzajace do zmiany jakosci plem-
nikoéw musza oddziatywaé na proces ich roznicowa-
nia, a wigc na etapie spermatogenezy. Shevchuk i wsp.
(18) wykazali, Ze u mgzczyzn chorych na AIDS okoto
30% wszystkich gamet znajdujacych si¢ wewnatrz
kanalika nasieniotworczego jest HIV-dodatnich, na-
tomiast komorkami niezakazonymi sa prawie zawsze
spermatydy w péznym stadium réznicowania. Ci sami
badacze sugeruja, ze podatne na zakazenie HIV sa sper-
matogonia, ktdre w procesie réznicowania osiagaja
stadium HIV-dodatnich plemnikow u zakazonych
mezczyzn. Obserwowane defekty morfologiczne plem-
nikow izolowanych od myszy z pelnoobjawowa ek-
tromelia wskazuja na mozliwos¢ zaburzen towarzy-
szacych spermiogenezie obejmujacej przeksztatcenia
spermatyd w plemniki. Comhaire i wsp. (4) wykazali
obnizenie aktywnosci akrosomalnej in vitro plemni-
kéw mezezyzn ze stanem zapalnym dodatkowych gru-
czotow piciowych. Wyniki swoich badan thumacza bio-
chemicznymi zmianami zachodzacymi w plazmie na-
sienia. W niniejszej pracy wykorzystano plemniki izo-
lowane bezpoSrednio z ogona najadrzy, co wykluczy-
to oddzialywanie ptynu nasiennego na przebieg reak-
cji akrosomalnej badanych komoérek.

Podsumowanie

Na podstawie wykonanych badan mozna wniosko-
wac, ze u myszy BALB/c w szczycie objawow kli-
nicznych ektromelii (15 d.p.z. ECTV-Mos) znaczne
wydluzZenie czasu wystapienia reakcji akrosomalne;j
plemnikdw jest $ciSle zwigzane ze zmiang ich jakos’ci
Przyczyna defektow morfologicznych 1 czynnoscio-
wych plemnikéw badanych myszy jest najprawdopo-
dobniej zaburzony proces spermatogenezy, jako sku-
tek zakazenia wirusowego. U samcow myszy BALB/c
z nasilonymi objawami klinicznymi ektromelii wirus
pokonuje bariery ochronne narzaddéw rozrodczych,
czemu towarzyszy obnizenie jakosci wytwarzanych
w nich komorek rozrodczych.

Wprowadzenie modelu badawczego, tj. myszy
BALB/c (H-2¢) do programu badan nad zaburzeniami

1

uktadu rozrodczego, moze przyczynic si¢ do lepszego
rozumienia patogenezy zakazen tego uktadu i postu-
zy¢ do opracowan efektywnych metod profilaktycz-
nych i terapeutycznych w dziedzinie rozrodu ré6znych

gatunkow zwierzat.
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