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Summary

Inducing ectromelia (mousepox) virus (ECTV) infection in genetically susceptib|e BALB/c (H-zd) mice is

an estabtińed 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 quatity of gametes. The study eiamined sperm morphology and motilitY and the onset of acroso-

mal reacńn,in-vitro. The results of the experiment indicated a diminished qualiĘ of murine sPermatozoa at

the peak of clinical signs of mousepox.
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Choroby zakażnę układu r o zr o dcze go dotyczą ni e

tylko człowieka, ale stanowią tez istotny problem
w medycynie weterynaryjnej. Ustalenie skutecznych
metod leczenta i zapobiegania chorobom zakażnym
jest mozliwe w duzym stopniu dzięki doświadczeniom
na zwierzętach laboratoryjnych, w tym na myszach,
które mogą służyć do badań nad patogenezązakażeń
układu rozrodczego o rożnej etiologii (1, 3, 16, 18).

W naszym zespole od lat prowadzone są badania nad
ospąmyszy, ktorej czynnikiem etiologicznym jest wi-
rus ektromelii (ectromelia virus, ECTV) nalezący do
rodzaju Orthopoxvirus i rodziny Poxviridae. ECTY
stanowi dobry model do badania patogenezy chorób
wywoływa ny ch pr zez ortop okswirusy u naturalnych
gospodarzy (I3, 20, 2 1 ). Wirus tęn znalazł tęż zasto-
sowanie w badaniach z zakresu immunologii układu
rozrodczego. Jacoby i Bhatt (8) badali mozliwość wy-
korzystania rekombinowanego ECTV do opracowa-
nia szczeptonki powoduj ącej długotrwałą niepłodnośc
u myszy. Coraz większego znaczęnia w określaniu
wpływu czynników zakaźnych na procesy zachodzry
c e w n arządach układu r ozr odczego nabieraj ą do świad-
częnia prowadzone pozaustroj owo. Badanie j akości
gamet, procesu zapłodnienia, rozwoju i jakości zarod-
ków in vitro jestistotnym elementem oceny prawidło-
wości funkcjonowania układu rozrodczego. Jednym
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z podstawowych badań pozwalających na rozpozna-
nie nieprawidłowości funkcjonowania męskiego ukła-
dl r ozr o dcze go j e st anallza nas i eni a. U wi ększo ś c i ga-

tunków ssaków badanie nasienia polega na ocenie
objętości ejakulatu, barwy nasienia, jego konsysten-
cj i, gęsto śc i, pH oruz ruchliwości, koncentracj i i mor-
fologii plemników (9, I2). Niewątpliwie wazne są
wszystkie wymienione elementy oceny jakości plem-
ników i plazmy nasienia, j edn ak, j ak wy nlka z pi śmien-
nictwa (5-7, l0, 11), w przypadku infekcji wirusowych
mogących oddziaływać na układ rozrodczy, istotnym
diagnosĘc znlę zmianom ulega naj częściej koncentra-
cj a, morfologia i ruchliwość pl emnikow. N ieprawidło-
wości budowy męskich komórek rozrodczych mogą
doĘ czy ć każdej z p o dstawowyc h struktur składaj ących
się na ostatecznie wykształcony plemnik, a mianowi-
cie: głowki, szyjki, wstawki oraz witki. Nalezy pamię-
tać, żew fi zj ologi cznym ej akulacie rożny ch gatunków
ssaków występuje zawszę pewien odsetek nieprawid-
łowych form plemnikow Ważnym testem diagnostycz-
nym jest określanie ruchliwości plemników i sposób
ich poruszania się (prawidłowy ruch jest prostolinio-
wy). Zdolnośó plemnikow do zapłodnienia komorki
jajowej in vitro może być oceniania za pomocąroż-
nych testow, ktore pozwalają między innymi, ocenić
przyŁączanie się plemnika do receptorów białkowych
na powierzchni osłonkl przejrzy stej bądź mierzązdol-
ność penetracj i osłonk t przez plemnik. Pokonanie ba-
riery osłonkowej przezplemnik jest możliwe w głow-



nej mierze dzięki reakcji akrosomalnej. Polega ona na
fuzji błon akrosomu, uwolnieniu enzymów akrosomal-
nych i w efekcie -rozpuszczentu osłonek komórki ja-
jowej. Stopień reakcji akrosomalnejmożna ocenió, wy-
korzystuj ąc badanie mikro skopowe odpowiednio przy-
gotowanego nasienia z zastosowaniem wybranych
metod barwienia (2, 23).

Celem badań było określenie wpĘwu szczepu Mos-
cow wirusa ektromelii (ECTV-Mos) na męskie komór-
kt rozrodcze myszy BALB/c (H-2o), poptzez ocenę
morfologii plemnikow i czasu wystąpienia reakcji
akrosomalnej plemnikow in vitro.

Materiał i metody

Genetycznie wrazliwe na zakażęnte ECTV-Mos myszy
BALB/c w wieku 5 tygodni, o masie 20-27 gzakażano po-
przez śródskórną, dostopową (obie kończyny miedniczne)
iniekcję ECTV-Mos, w dawce 3,5 x 10-3 LD.o/mysz (LD,o
: 103,75lm1), w objętości 0,03 ml/kończynę. G-pę zwl,erząt
kontrolnych stanowiły myszy niezakażone. Komórki roz-
rodcze badanych zwierza! izolowano w 5. dniu po zakaże-
niu (d.p.z.), tj. po pierwotnej wiremii ECTV-Mos i w
15 d.p.z. w pełnoobjawowej postaci ektromelii. W celu
uzyskania plemników od samców myszy BALB/c izolo-
wano najądrza. Manipulacji na izolowanych komórkach do-
konywano pod kontrolą mikroskopu stereoskopowego
(PZO), zaopattzonego w podgrzewany stolik (3B'C). Ho-
dowle plemników prowadzono w temperaturze37"C,w at-
mosferze o 50ń zawartości CO,.

Objawy kliniczne ektromelii. Pierwszym objawem kli-
nicmym ektromelii uzakńonych dostopowo myszy BALB/c
jest występuj ący w 7-9 d.p.z. obrzęk stóp (miejsce iniekcji
wirusa). W kolejnych dniach pojawiają się grudkowe zmia-
ny skóme początkowo nakończynach miednicznych i/lub
ogonie, póżniej na całej powłoce ciała. Zmlany te przera-
dzają się w pęcherzyki, krosty i/lub owrzodzenia, których
największe nasilenie noĘe się około 14-16 d.p.z. Zmiany
skóme na kończynach miednicznych i/lub ogonie mogą
osiągać charakter rozległych zmlan martwiczych, które
w efekcie powodująautoamputacjęĘch części ciała. Symp-
tomatycznym, cięzkim objawom choroby ektromelia za-
wdzięcza swoją nazwę.

Przygotowanie plemników do badań. Naj ądrza umiesz-
czano w preinkubowanym (37'C, 50ń CO,, 12 h) podłożu
T6 (Sigma) pod parafiną (Sigma). Uwolnione z ogonana-
jalrzy plemniki inkubowano przez 25 min. Po inkubacji
zawiesinę plemników przeniesiono do preinkubowanego
przez 12 h podłoża T6 z dodatkiem 15 mg/ml BSA pozba-
wionej kwasów th.tszczowych (Sigma) i ponownie inkubo-
wano w kropli pod parafiną przez 90 mln., przy koncentra-
cji I-2 x 106 plemników/ml, w celu kapacytacji plemnikow.

Ocena morfologii plemników. Częśó uwolnionych z na-
1ądrzy badanych plemników po 25 min. inkubacji w pod-
łozu T6 l przeniesieniu do medium T6 + BSA posłuzyła
do wykonania preparatów (rozmazy z zawieslny plemni-
ków). Wysuszone w temperatllrze pokojowej preparaty bar-
wiono rutynowo metodą Pappenheima. Ocena morfo-
logii plemnikow, przy uzyciu mikroskopu Olympus BX60,
polegała na określeniu odsetka komórek z wadami doty-
czącymt struktur badanych plemrrikow, W szczególności

uwzględniano wady morfologii główki, wstawki i witki
plemnil<a.

Określenie czasu wystąpienia in vitro reakcji akroso-
malnej i ruchliwości ogólnej plemników. Czas wystąpie-
nia reakcji akrosomalnej plemników badano przy lżycill
meto dy Ab del -Halim Am tna (23), sto suj ąc b arwienie chlo -

rotetracykliną(CTC), która ma powinowactwo do dwudo-
datnich kationów na powierzchni plazmolemmy plemnika.
Plemniki, w których nie zaszła jeszcze reakcja akrosomal-
na, wykazują specyficzną fl uoresc encj ę (fl uore s cencj a
główki plemnika) w obecności CTC, na skutek jej związa-
nia z białkami błonowymi akrosomu. W wyniku reakcji
akrosomalnej zanikają wia4anl,a CTC z błonami akroso-
rnu, a tym samym zantka fluorescencja wybarwionych ko-
mórek. Uwolnione z najądrzy gamety po 25 min. inkuba-
cji w podłożu T6 przeniesiono do podłoża T6 + BSA i in-
kubowano przez 5 godzin. Następnie, w odstępach 60-mi-
nutowych z inkubowanego materiału pobierano próbki,
ktore służyły do wykonanla oznaczenia. Przygotowano
500 pM roztwór CTC (Sigma) w buforze Tris (20 mM Tris,
130 mM NaCl, 5 mM cysteiny) o pH : 7,B, który przecho-
wywano w światłoszczelnym naczyniu, w 4oC. Do kazdej
próby uzywano 5p1 badanej zawiesiny plemników, którą
j nkubowano przez I 0 sek. z taką samą obj ętością roztwotu
CTC ogrzanego do 37'C. Reakcję barwienia plemników
hamowano, stosując 2 s:"1 Iż,5oń aldehydu glutarowego.
Kolejnym etapem badania było wykonanie preparatów bez-
pośrednich z barwionej CTC zawiesiny plemników. Prepa-
raty ogla.dano w mikroskopie BX60 (Olympus). Równole-
gle z badaniem czasu wystąpienia reakcji akrosomalnej, pro-
wadzono ocenę ruchliwości plemników. Z badanej za-
wie siny plemników wykonywano preparaty bezpośrednie,
które następnie oglądano w mikroskopie kontrastowo-fa-
zowym BX60 (Olympus). Określano ogólną ruchliwość
plemników, wyr ażanąw waft ościach procentowych.

Analizę statystyczną wyników uzyskanych w poszcze-
gólnych doświadczeniach przeprowadzono przy użyciu
testu Cochrana-Coxa.

Wyniki iomówienie
Morfologia plemników myszy zakażonych

E C TV-Mos. Oc eniaj ąc morfologię plemników my szry
zakńony chECTV-Mos, określano odsetek plemnikow
z wadami strukturalnymi: głowki, wstawki i witki
(ryc. 1.) Badanie wykazaŁo istotny (p < 0,05) wzrost
o ds etka plemników z w adamt główki (3 I,7 %) uzyska-
nych od samców w 15 d,p.z. wporównaniu z kontrolą
i z grupą5 d,p.z,Istotnie (p < 0,05) wzrósł też w tej
samej grupie doświadczalnej odsetek plemników z wa-
dami wstawki (do 9,9oń). Nie wykazano istotnych
zmianw morfologii plemnikow izolowanych od sam-
cow w 5 d.p.z. w porównaniu z kontrolą. Wyniki ba-
dań zamieszczoflo w tab. 1.

Czas wystąpienia reakcji akrosomalnej in vitro
i ruchliwość plemników. Doświadczęnte z zastoso-
waniem metody barwienia CTC badanych plemnikow
wykazało istotne rożnice w reakcji akrosomalnej in
vitro plemników izolowanych od myszy w 15 d.p.z.
ECTV-Mos w porównaniuz wynikami z grupy kon-
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Tab. 1. Odsetek plemników z wadami struktura|nymi (plemni-
ków izolowan.vch od myszy BALB/c zakażonych ECTV-Mos)

Grupa
doświadczalna

Konło la

5 d. p.z.

15 d.p.z.

,l5,2

1 7,8

31 ,71-

4,7

7,51

9,9 t

3,3

2,8

2,9

23,2

28,1 t

44,5 1

76,8

71,9

55,5

Objaśnienia: ( t ) istotny statystyczrrie (p < 0,05) w stosunku do
kontroli wzrost odsetka plemników wykazujących wady morfolo-
giczne; (*) istotny statystycznie (p < 0,05) w stosunku do 5 d.p.z.
wzrost odsetka plemników wykazujących wady rnorfologiczne

\=:

Ryc. 1. Wady morfologiczne plemników myszy BALB/c za-
każonych ECTV-Mos
Objaśnienia; a-b plemniki prawidłowe; c - wada główki (głów-
ka okrągła); d wada głowki (główka amorficzna); e wada
wstawki (pogrubienie wstawki); f - wada witki (zapętlenie wit-
ki); g - wada wstawki (złamanie wstawki)

Ryc. 2. Plemniki my§zy BALB/c zakażonych ECTV-Mos;
barwienie cTc
Objaśnienia: a plemniki, w których nie zaszła jeszcze reakcja
akrosomalna; b - plemniki w reakcji akrosomalnej; l swoista
CTC fluorescencja główek plemników; 2 - to samo pole widze-
nia preparatu w obrazie kontrastowo-fazowym

Tab.2. Czas wystąpienia reakcji akrosomalne j in vitro plem-
ników myszy BALB/c zakażonych ECTV-Mos

% plemników wykazuiących lluores

60. min. l lzo. rnin. l leo. ,in,
inkubacji I inłunacli I inłunacii

cenG|ę W:

240. min.
inku bacji

K

5 d.p.z. ECTV-MOS

l5 d.p.z. ECTV-MOS

19,8

23,2I

38,61

47

53

331t

0,0

0,3

32,61

0,0

0,0

13,7 I

Objaśnienia: ( f ) istotny statystycznie (p < 0,05) wzrost odsetka
p l ernników z opóźnionąre akcj ą akro s omalną w sto s unku do kon-
troli; (*) istotny statystycznie (p < 0,05) wzrost odsetka plemni-
ków z opóźnioną reakcją akrosomalną w stosrtnku do 5 d.p.z,

trolnej i grupy myszy 5 d.p.z. Stwierdzono znacznę
wydłuzenie czasu wystąpienia omawianej reakcji.
W 240, min. inkuba cji 13,4%oplemników izolowanych
od myszy w 15 d.p.z. ECTV-Mos wykazywało jesz-
cze swoistą fluorescencję (ryc. 2.), zatem nie zaszŁa
jeszcze u nich reakcja akrosomalna. Wyniki badań
przedstawiono w tab.2. Analtza ruchliwości ogólnej
badanych p lemników wykazała znaczne p o gors zeni e
ruchliwości badanych komórek izolowanych od my-
szy zakażonych. W grupie 15 d.p.z. ECTV-Mos odse-
tek ruchliwych plemntków znacznie obnizył się już
w 60, min. inkubacji. Całkowitą utratę ruchliwości
plemnikow w tej grupie doświadczalnej stwierdzono
w 180. min.,zaś w grupie 5 d.p.z.-w 360. min. bada-
nia. Wyniki badania przedstawiono na ryc.3.

Istnieje niewiele informacji na temat mechanizmów
oddziaĘwan ia zakażehwirusowych na j akośc męskich
komórek rozrodczych. Obecnie najwięcej badań pro-
wadzi sięnad patogenęzązakażęnlaHlV u ludzi (HIY
human immunodeltciency virus - ludzki wirus niedo-

Ryc. 3. Ruchliwość ogó|na plemników myszy BALBlc zaka-
żonych ECTV-Mos
Objaśnienia: ( [ ) istotne statystycznie (p < 0,05) w porównaniu
z kontrolą zmniejszenie rLrchliwości plemników; (*) istotne sta-
tys§cznie (p < 0,05) w porównaniuz5 d.p.z, zmniejszenie ruch-
liwości plemników

8
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boru immunologicznego) (19). Obnizenie ruchliwoś-
ci i zwiększoną śmiertelność plemników obsetwowa-
no w dośwtadczeniach nad HPV (human papilloma-
vitus - ludzki wirus brodawczaka) i AAV (adeno-as-
sociated virus, wirusy zależne od adenowirusów) oraz
1 i c znymi zakażeniami b akt eryj nymi i p i e rw o tntaczy -
mi (15, 17). Obniżenie ruchliwości plemników może
tow arry szyć chorob om autoimmunolo gicznym. P lem-
niki myszy z doświadczalnie wywołanym autoimmu-
no lo gi c zny m zap aleni em j ąder w ykazuj ą obniżoną
ruchliwo ś ć or az mntejszą skute c z no ś ć zapŁodni enia
komórek jajowych in vitro (22).W badaniach przed-
stawionych w niniejszej pracy wykazano obnizenie
jakości plemnikow izolowanych od myszy BALB/c
w szczyaę objawów klinicznych ektromelii (14-16
d.p.r.). Na uwagę zasługuje fakt obnizenia ruchliwoś-
ci plemników i znaczny odsetek komorek wadliwych
strukturalnie (głownie z defektem główki) w 15 d.p,z.
Me chanizmy doprowadz aj ąc e do zmiany j ako ś c i p lem-
nikow muszą oddziaŁywaó na proces ich róznicowa-
nia, a więc na etapie spermatogenezy, Shevchuk i wsp.
( 1 8 ) wykaz ali, że u mejczy zn chorych na AID S około
30oń wszystkich gamet znajdujących się wewnątrz
kanalika nasieniotw órczego j est HlV-dodatnich, na-
tomiast komórkam i niezakażonymi są prawie zaw szę
spermaĘdy w późnym stadium róznicowania. Ci sami
badacze sugerują zepodatrre nazakażenie HIV sąsper-
matogonia, które w procesie róznicowania osiągają
stadium HlV-dodatnich plemnikow u zakażonych
mężczyzn. Obserwowane defekty morfologiczrre plem-
ników izolowanych od myszy z pełnoobjawową ek-
tromelią wskazują na możliwość zaburzen towarzy-
szących sp ermio genezie ob ej muj ąc ej przeks ztaŁcęnta
spermatyd w plemniki. Comhaire i wsp. (4)v,rykazali
obnizenie aktyłvności akrosomalnej in vitro plemni-
ków mężczy zn zę s tanem zap alnym do datkowych gru-
czołówpłciowych.Wynikiswoichbadańtłtlmacząbio-
chemi c znymi zmi anam i zacho dzącymi w plazmie na -
sienia. Wniniejszej pracy wykorzystano plemniki izo-
lowane bezpośrednio z ogona najądrzy, co wykluczy-
ło oddziĘwanie płynu nasiennego na przebieg reak-
cji akrosomalnej badanych komórek.

podsumowanie

Na podstawie wykonanych badań można wniosko-
wać, że u myszy BALB/c w szczycie objawów kli-
nicznych ektromelii (15 d.p.z. ECTV-Mos) znaczne
wydłużenie czasu wystąpienia reakcji akrosomalnej
plemnikow j e st ś c i śle zw iązane ze zmianąich j ako ś c i.
P r zy czy ną defektów morfolo gic zny ch i czynno ś ci o -
wych plemników badanych myszy jest najprawdopo-
dobniej zaburzony proces spermatogenezy, jako sku-
tekzakńęnia wirusowego. U samców myszry BALBic
z nasilonymi objawami klinicznymi ektromelii wirus
pokonuj e bariery ochronne narządów r ozr odczy ch,
czemu tow arzy szy obnizenie j ako ści wytwarzanych
w nich komórek rozrodczych.

Wprowadzenie modelu badawczęgo, tj. myszy
BALB/o (H-29 do programu badań nad zaburzeniami

układu r ozr o dcze go, może pr zy czynic s ię do l ep sze go
rozumienia patogenezy zakażętt tego układu i posłu-
żyć do opracowań efektywnych metod profiaktycz-
nych i terapeutycznych w dziędzinie rozrodu różnych
gatunkow zwieruąt.
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