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Ðåçþìe
Íàïðàâåí å ñðàâíèòåëåí àíàëèç íà ïðîìåíè âúâ ôîñôîëèïèäíàòà àñèìåòðèÿ íà ïëàçìåíàòà ìåìáðàíà

(ÏÌ) è âúòðåêëåòú÷íèòå ñòðóêòóðè ïðè in vitro èíäóöèðàíà êàïàöèòàöèÿ è êðèîêîíñåðâàöèÿ íà ñïåðìàòîçîèäè îò
êî÷. Óñòàíîâåíà å ñïåöèôè÷íà ëîêàëèçàöèÿ íà òðàíñëîöèðàíè ìîëåêóëè ôîñôàòèäèëñåðèí (ÔÑ), êîÿòî å â àïèêàëíèÿ
ðåãèîí íà êàïàöèòèðàíèòå ñïåðìàòîçîèäè. Ïðè êðèîêîíñåðâàöèÿ òàçè ëîêàëèçàöèÿ å â ðåãèîíà íà mid piece èëè
îáõâàùà öÿëàòà ïëàçìåíà ìåìáðàíà. Ïðîìåíèòå â ïîâåäåíèåòî íà ôîñôàòèäèëñåðèíà, ñúïðîâîäåíè ñúñ ñïåöèôè÷íè
ôåíîòèïíè áåëåçè, êàòî ëîêàëèçàöèÿ â ðåãèîíà íà mid piece, ñà ïðèçíàê çà íåôóíêöèîíàëíîñò íà âúòðåêëåòú÷íèòå
ñòðóêòóðè. Ñ÷èòàìå, ÷å òåçè áåëåçè ñå ïðåäîïðåäåëÿò îò ñèãíàëíè ïúòèùà, ðàçëè÷íè îò òåçè, êîíòðîëèðàùè ïðîöåñà
êàïàöèòàöèÿ. Íàëè÷èåòî íà àïîïòè÷íè ôåíîòèïíè áåëåçè ïî-ñêîðî ñà âñëåäñòâèå íà íàðóøåíèÿ ïðåäè åÿêóëàöèÿòà
è ñìúðòòà íà çäðàâè è íîðìàëíè ñïåðìàòîçîèäè íàñòúïâà ïîâå÷å ÷ðåç ñìúðò, íàïîäîáÿâàùà íåêðîçà ïðè ñîìàòè÷íèòå
êëåòêè, îòêîëêîòî ÷ðåç àïîïòîçà.

Abstract
A comparative analysis of changes in the phospholipid asymmetry of the plasma membrane (PM) and intracellular

structures in in vitro induced capacitation and cryopreservation of ram spermatozoa was carried out. The specific localization
of translocated molecules phosphatidylserine (PS) in the apical region of the capacitated spermatozoa was established.
After cryopreservation PS was localized either in the mid piece region or on the whole PM. Changes in the behavior of PS
molecules accompanied by specific phenotypic markers such as localization in the region of the mid piece are signs for
unfunctional spermatozoa. Such sperm cells have unfunctional intracellular structures. We consider that these traits are
predetermined by signaling pathways other than those controlling the process of capacitation. The presence of apoptic
phenotypic markers is the result of some disorders prior to ejaculation and the death of healthy and normal sperm cells
occurs in the form of death similar to somatic cell necrosis rather than apoptosis.

Êëþ÷îâè äóìè: êî÷, ñïåðìà, ñïåðìàòîçîèä, ïëàçìåíà ìåìáðàíà, ôîñôàòèäèëñåðèí.
Key words: ram, semen, spermatozoa, plasma membrane, phosphatidylserine.

ÂÚÂÅÄÅÍÈÅ
Ïðîìÿíàòà âúâ ôîñôîëèïèäíàòà (ÔË)

àñèìåòðèÿ íà ïëàçìåíàòà ìåìáðàíà  (ÏÌ) ìîæå äà
äîâåäå äî íÿêîè èçìåíåíèÿ â ñïåöèôè÷íèòå çà
ñïåðìàòîçîèäèòå ôèçèêî-õèìè÷íè ôàêòîðè, êîèòî ñà
íåîáõîäèìè çà îïëîæäàíåòî íà ÿéöåêëåòêàòà (Watson
et al., 1995, Anzar et al., 2002; O’Connell et al., 2002).

Ïîâåäåíèåòî íà ñïåðìàëíàòà ÏÌ ñëåä åÿêóëàöèÿ â
óñëîâèÿ íà in vitro èíäóöèðàíà êàïàöèòàöèÿ èëè ïðè
êðèîêîíñåðâàöèÿ å ñâúðçàíî ñ ïðåðàçïðåäåëåíèå íà
ôîñôîëèïèäèòå è ïî-ñïåöèàëíî íà ôîñôàòèäèëñåðèíà
(ÔÑ). Òåçè ïðîìåíè ñà ñúïúòñòâàíè ñúñ ñïåöèôè÷íè
ôåíîòèïíè áåëåçè, êîèòî ìîãàò äà îïðåäåëÿò áúäåùîòî
ïîâåäåíèå íà ñïåðìàòîçîèäèòå, ïðè êîåòî òå èëè ñà
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ïîäãîòâåíè äà îïëîäÿò ÿéöåêëåòêàòà, èëè ñà
ïðåäîïðåäåëåíè çà êëåòú÷íà ñìúðò.

Âúïðåêè ìíîãîáðîéíèòå ïðîó÷âàíèÿ âúðõó
áèîëîãè÷íèÿ ôåíîìåí – êàïàöèòàöèÿ íà
ñïåðìàòîçîèäèòå, âñå îùå èìà íåèçÿñíåíè ìîìåíòè
âúðõó  ìîëåêóëÿðíàòà îñíîâà íà òîçè ïðîöåñ.
Ñúùåñòâóâàò ðàçëè÷íè òðàíñìåìáðàííè è
èíòðàöåëóëàðíè ñèãíàëíè ïúòèùà, êîèòî èìàò îñíîâíà
ðîëÿ ïðè ðåãóëàöèÿòà íà ñïåðìàëíàòà êàïàöèòàöèÿ ïðè
áîçàéíèöèòå (Viskonti, P. E. et al., 1995; Viskonti, P. E. et
al., 1998; Lescrerc, P., Goupil, S., 2002). Îñîáåíî
âíèìàíèå ñå îòäåëÿ íà âëèÿíèåòî íà áèêàðáîíàòíèòå è
êàëöèåâèòå éîíè. Ïðèñúñòâèåòî èì â åêñòðà-
öåëóëàðíàòà ñðåäà âîäè äî àêòèâèðàíå íà
àäåíèëàòöèêëàçàòà è ñèíòåçàòà íà öÀÌÔ, êîéòî îò ñâîÿ
ñòðàíà îñèãóðÿâà õèïåðàêòèâåí ìîòèëèòåò íà
ñïåðìàòîçîèäà, íåîáõîäèì çà íåãîâîòî ïðèäâèæâàíå.
Äðóã ñèãíàëåí ïúò å ñâúðçàí ñ öÀÌÔ, êîéòî àêòèâèðà
öÀÌÔ-çàâèñèìàòà ïðîòåèíêèíàçà, ñúïðîâîäåíî ñ
òèðîçèíîâî ôîñôîðèëèðàíå (Berger, T., Clegg, E., 1983).
Çà ïðîòè÷àíåòî íà òåçè ïðîöåñè îñîáåíà ðîëÿ èìàò
ìèòîõîíäðèèòå.

Îò äðóãà ñòðàíà, ïðèëàãàíåòî íà ðàçëè÷íè
ðåïðîäóêòèâíè òåõíèêè ìíîãî ÷åñòî å ñâúðçàíî ñ
èíäóöèðàíå íà  ïðîöåñè, êîèòî óâðåæäàò ãàìåòèòå. Åäíà
îò òåçè òåõíèêè å êðèîêîíñåðâàöèÿòà íà ñïåðìàòîçîèäè.
Èçïîëçâàíåòî íà çàìðàçåíà ñïåðìà îò êî÷ çà  èçêóñòâåíî
îñåìåíÿâàíå äàâà íåçàäîâîëèòåëíè ðåçóëòàòè, êîåòî
íàëàãà ïðîâåæäàíåòî íà äîïúëíèòåëíè àíàëèçè çà
èçÿñíÿâàíå íà ìåõàíèçìèòå íà êðèîóâðåæäàíå íà
ãàìåòèòå.

Ïðè êðèîêîíñåðâàöèÿ íà ñïåðìà îò êî÷ ÏÌ ñå
îêàçâà åäíà îò íàé-÷óâñòâèòåëíèòå ñòðóêòóðè íà
ñïåðìàëíèòå êëåòêè. Òîâà å ñâúðçàíî ñ ëèïèäíèÿ ñúñòàâ
íà ìåìáðàíàòà, êîÿòî ó÷àñòâà â ðåãóëàöèÿòà íà ôàçîâèÿ
ïðåõîä, õàðàêòåðåí ïðè çàìðàçÿâàíåòî (Áåëîóñ, 1982).
Âúçìîæíî å â ñïåðìàëíàòà ÏÌ äà âúçíèêíå
ïðåðàçïðåäåëåíèå íà ôîñôîëèïèäè è áåëòúöè, êîèòî
íàðóøàâàò ëèïèäî-áåëòú÷íèòå âçàèìîäåéñòâèÿ è
àêòèâíîñòòà íà ìåìáðàííîñâúðçàíèòå åíçèìè. Ïî âðåìå
íà çàìðàçÿâàíåòî ÏÌ íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñå
äåñòàáèëèçèðà ïîä âëèÿíèå íà íèñêèòå òåìïåðàòóðè è
ïîâèøàâàíåòî íà êîíöåíòðàöèÿòà íà ñîëè â ñðåäàòà
(Holt, W. V., North, R. D., 1986). Íàáëþäàâà ñå êàòî
ðàçêúñâàíå íà ìåìáðàíàòà è èçëèâàíå íà êëåòú÷íîòî
ñúäúðæèìî â îêîëíàòà ñðåäà. Òåçè íàðóøåíèÿ ñà îáùè
çà ïîâå÷åòî áèîëîãè÷íè ìåìáðàíè.

Íàøàòà õèïîòåçà å, ÷å in vitro òðåòèðàíåòî íà
ñïåðìàòîçîèäèòå ìîæå äà ïîâëèÿå ïî ðàçíîñòðàíåí
íà÷èí íà ñïåðìàëíàòà ÏÌ è âúòðåêëåòú÷íèòå ñòðóêòóðè,
êîåòî âîäè äî ïðîìåíè â íîðìàëíîòî ïðîòè÷àíå íà
ñèãíàëíèòå ïúòèùà, ñâúðçàíè ñ æèçíåíèòå ôóíêöèè íà
ñïåðìàòîçîèäèòå. È ïðè äâàòà ïðîöåñà – êàïàöèòàöèÿ

è êðèîêîíñåðâàöèÿ, ñå ðåãèñòðèðàò ïðîìåíè â ïîçèöèÿòà
íà ÔÑ îò ÏÌ, ïðè êîåòî òîé ñå åêñïðåñèðà íà âúíøíèÿ
ïîëóñëîé. Âñå  îùå ñúùåñòâóâàò ðàçíîîáðàçíè
ñòàíîâèùà, ïîíÿêîãà ñòèãàùè äî ïðîòèâîðå÷èÿ, êàñàåùè
ïðîìåíèòå â ïîçèöèÿòà íà ÔÑ è ôóíêöèîíàëíîñòòà íà
ãàìåòèòå. Ëèïñâàò óáåäèòåëíè äàííè çà ñïåöèôè÷íà
ëîêàëèçàöèÿ íà òàêèâà ïðîìåíè.

Öåëòà íà èçñëåäâàíåòî å äà ñå íàïðàâè
ñðàâíèòåëåí àíàëèç íà ïîâåäåíèåòî íà
ôîñôàòèäèëñåðèí îò ïëàçìåíàòà ìåìáðàíà,
èíòåãðèòåòà íà ìèòîõîíäðèèòå è ñòðóêòóðàòà íà ÄÍÊ â
óñëîâèÿ íà in vitro èíäóöèðàíà êàïàöèòàöèÿ, êàêòî è ïðè
êðèîêîíñåðâàöèÿ, ñ öåë ðàçêðèâàíå íà ñïåöèôè÷íè
ôåíîòèïíè áåëåçè, êîèòî ïîçâîëÿâàò äà ñå ïðîãíîçèðà
ôóíêöèîíàëíîñòòà íà ñïåðìàòîçîèäèòå.

ÌÀÒÅÐÈÀËÈ È ÌÅÒÎÄÈ

Ïîëó÷àâàíå, ïðåöåíêà è ïîäãîòîâêà íà ñïåðìàòà
çà ïðîâåæäàíå íà åêñïåðèìåíòèòå
Çà ïðîâåæäàíå íà åêñïåðèìåíòèòå ñå

èçïîëçâàõà 10 åÿêóëàòà ñ íîðìàëíè êà÷åñòâåíè
ïîêàçàòåëè íà ñïåðìîãðàìàòà, ïîëó÷åíè  îò 5 êî÷à îò
ïîðîäèòå Èçòî÷íîôðèçèéñêà è ×åðíîãëàâà ïëåâåíñêà.
Åÿêóëàòèòå ñå ïîëó÷àâàõà ÷ðåç èçêóñòâåíà âàãèíà â
ñòúêëåíè ÷àøêè. Ñëåä ïðåöåíêà ïðîáèòå ñïåðìà ñå
ðàçäåëÿõà íà 3 ðàâíè îáåìà. Êîíòðîëíàòà ïðîáà ñå
ðàçðåæäàøå 1+6 ñúîòâåòíî - ñúñ ñðåäàòà çà ñúõðàíåíèå
(40 mM - Na

2
HPO

4
, 151 mM - ãëþêîçà, 7 M - Ê

2
ÍÐÎ

4
, 

 
34

mM - NaCl). Èíäóöèðàíàòà in vitro êàïàöèòàöèÿ íà
ñïåðìàòîçîèäèòå ñå ïîñòèãíà  ñúñ ñðåäàòà çà
êàïàöèòàöèÿ (101 mM - NaCl, 0,9 mM - CaCl

2
, 25 mM -

NaHCO
3
, 0,3 M Na ïèðóâàò, pH - 7). Ïðè êàïàöèòèðàíèòå

ñïåðìàòîçîèäè ñå îöåíÿâàøå ñúñòîÿíèåòî íà
àêðîçîìàòà èì  è òåçè ñ õèïåðàêòèâåí ìîòèëèòåò ÷ðåç
òðèñòåïåíåí ìåòîä íà îöâåòÿâàíå (Nikolov, I. et al., 1991).
Íà âñè÷êè ïðîáè ñå íàïðàâèõà àíàëèçè çà
ôóíêöèîíàëíîñò íà ñïåðìàòîçîèäèòå ÷ðåç òåñòîâå çà
èíòåãðèòåòà íà ÏÌ, ìèòîõîíäðèèòå è ÄÍÊ-
ôðàãìåíòàöèÿòà.

Êðèîêîíñåðâàöèÿ è ðàçìðàçÿâàíå íà ñïåðìàòà
Êðèîêîíñåðâàöèÿòà ñå èçâúðøè ïî ñëåäíèÿ

ïðîòîêîë. Îïðåäåëåí îáåì îò âñè÷êè åÿêóëàòè áåøå
öåíòðîôóãèðàí íà íèñêè îáîðîòè íà ìèêðîöåíòðîôóãà
ïðè 200 G çà îòñòðàíÿâàíå íà ñïåðìàëíàòà ïëàçìà.
Ñëåäâàøå äîáàâÿíå 1+1 îò êðèîïðîòåêòèâíàòà Ñðåäà
1 (íàòðèåâ öèòðàò – 0,28 g, ìàëòîçà – 004 g, çàõàðîçà –
0,04 g, ÿé÷åí æúëòúê – 2,5 g, è äåñòèëèðàíà âîäà – 10
ml). Òàêà ðàçðåäåíàòà ñïåðìà ñå îñòàâÿøå íà 40Ñ çà
åêâèëèáðàöèÿ â ïðîäúëæåíèå íà 45 ìèíóòè. Ñëåä òîâà
ñå ïðèñòúïâàøå êúì âòîðèÿ åòàï íà ðàçðåæäàíå ñ
îõëàäåíàòà äî 40Ñ Ñðåäà 2 (íàòðèåâ öèòðàò – 0,28 g,
ìàëòîçà – 0,04 g, çàõàðîçà – 0,04 g, ÿé÷åí æúëòúê – 2,5
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g, ãëèöåðèí – 0,4 ml, è äåñòèëèðàíà âîäà – 10 ml). Ñëåä
75 min ñå ïðèñòúïâàøå êúì êðèîêîíñåðâàöèÿ, êàòî
ñïåðìàòîçîèäèòå ñå çàìðàçÿâàõà ïîä ôîðìàòà íà
ïàéåòè ñ îáåì îò 250 μl âúðõó ïàðèòå íà òå÷åí àçîò. Ïðè
äîñòèãàíå íà òåìïåðàòóðà –1060Ñ ïàéåòèòå ñå ïîòàïÿõà
â òå÷åí àçîò ïðè òåìïåðàòóðà –1960Ñ, êúäåòî ñå
ñúõðàíÿâàõà çà îïðåäåëåí ïåðèîä îò âðåìå.
Ðàçìðàçÿâàíåòî íà ïàéåòèòå ñå èçâúðøè ïðè
òåìïåðàòóðà 390Ñ íà âîäíà áàíÿ.

 Èçñëåäâàíå èíòåãðèòåòà íà ÏÌ ñ Àíåêñèí V
òåñò - Sigma

Èíòåãðèòåòúò íà ÏÌ íà ñâåæè ñïåðìàòîçîèäè
(íåòðåòèðàíè - êîíòðîëà), êàïàöèòèðàíè ñïåðìàòîçîèäè
è ñëåä ðàçìðàçÿâàíå áåøå èçñëåäâàí ÷ðåç èçïîëçâàíå
íà Àíåêñèí VCY 3.18/ 6CFDA òåñò (Sigma). Áÿõà
ïðèëîæåíè ñëåäíèòå ïðîöåäóðè: äâóêðàòíî ïðîìèâàíå
íà ñïåðìàëíèòå êëåòêè ñ ïðèêðåïÿù áóôåð (100 mM
HEPES/NaOH, 1,4 M NaCl, 25 mM CaCl

2 
, pH 7,5) (Sigma)

÷ðåç öåíòðîôóãèðàíå íà 300 G (ìèíè öåíòðîôóãà òèï
320) â ïðîäúëæåíèå íà 3-5 min çà îòñòðàíÿâàíå íà
ñïåðìàëíàòà ïëàçìà è ñðåäèòå. Ñóñïåíäèðàíå íà
êëåòêèòå â ïðèêðåïÿù áóôåð 1õ è äîâåæäàíå äî êðàéíà
êîíöåíòðàöèÿ 0,5-1õ106 spz/ml. Íà ïðåäâàðèòåëíî
îáåçìàñëåíè è äîáðå èç÷èñòåíè ïðåäìåòíè ñòúêëà ñå
íàïðàâèõà 2 êðúãà ñ äèàìåòúð îò 1 cm, êàòî âúðõó âñÿêî
êðúã÷å ñå íàêàïâàøå ïîëè L-ëèçèí, ñëåä êîåòî ñëåäâàøå
èçñóøàâàíå ïðè ñòàéíà òåìïåðàòóðà, íàêàïâàíå  ïî 50
μl îò êëåòú÷íèòå ñóñïåíçèè âúðõó âñÿêî êðúã÷å,
èíêóáèðàíå çà 30 min íà 370Ñ, åäíîêðàòíî ïðîìèâàíå ñ
ïðèêðåïÿù áóôåð 1õ, íàêàïâàíå ïî 50μl îò
äâîéíîáåëÿçàíèÿ îöâåòÿâàù ðàçòâîð (Ann Cy3.18 è 6-
CFDA) âúðõó âñÿêî êðúã÷å è ïîñòàâÿíå íà ïðîáèòå â
ïåòðè íà òúìíî, ïîêðèòî ñ àëóìèíèåâî ôîëèî,
èíêóáèðàíå íà ñòàéíà òåìïåðàòóðà çà 30 min ïðè ñòàéíà
òåìïåðàòóðà è  ïðîìèâàíå 5 ïúòè ñ ïî 50 μl îò 1õ
ïðèêðåïÿù áóôåð. Òàêà ñå îòñòðàíÿâàøå èçëèøíàòà áîÿ
îò ñïåðìàòîçîèäèòå. Ñëåäâàøå íàêàïâàíå íà 35 μl îò
ïðèêðåïÿùèÿ áóôåð 1õ âúâ âñÿêî êðúã÷å è ïîêðèâàíå ñ
24/50 mm ñòúêëî. Îò âñÿêà ïðîáà ñå ïðåáðîÿâàõà ïî
200 ñïåðìàëíè êëåòêè, êîèòî ñå äèôåðåíöèðàõà â 3
ãðóïè – æèâè, æèâè êëåòêè ñ åêñïåðñèÿ íà ÔÑ (àïîïòè÷íè)
è ìúðòâè. Íàáëþäåíèÿòà ñå èçâúðøâàõà ñ
ôëóîðåñöåíòåí ìèêðîñêîï Olympus.

Îïðåäåëÿíå íà ìèòîõîíäðèàëåí
òðàíñìåìáðàíåí ïîòåíöèàë

Çà îïðåäåëÿíå íà òðàíñìåìáðàííèÿ
ìèòîõîíäðèàëåí ïîòåíöèàë áåøå èçïîëçâàí Rhodamine
123 (Sigma). Êëåòêèòå ñå ñóñïåíäèðàõà â ïðèêðåïÿù
áóôåð 1õ ïðè êîíöåíòðàöèÿ 0,5 – 1 x106 spz/ml.
Ñëåäâàøå íàíàñÿíå ïî 50 μl îò êëåòú÷íàòà ñóñïåíçèÿ
âúðõó ïðåäìåòíè ñòúêëà, ïðåäâàðèòåëíî îáðàáîòåíè ñ

ïîëè L-ëèçèí, äîáàâÿøå ñå ïî 2 μl îò ðàáîòíèÿ ðàçòâîð
íà R123 è ñå èíêóáèðàøå çà 30 min íà ñòàéíà
òåìïåðàòóðà è íà òúìíî. Âñÿêî êðúã÷å ñå ïðîìèâàøå 5
ïúòè ñ ïî 50 μl ïðèêðåïÿù áóôåð 1õ çà îòñòðàíÿâàíå íà
èçëèøíàòà áîÿ îò êëåòêèòå. Íàêàïâàøå ñå ïî 35 μl îò
ïðèêðåïÿùèÿ áóôåð 1õ âúðõó âñÿêî êðúã÷å è ñå
ïîêðèâàøå ñ 24/50 mm ñòúêëî. Íàáëþäåíèåòî ñå
èçâúðøâàøå ïîä ôëóîðåñöåíòåí ìèêðîñêîï Olympus,
êàòî îò âñÿêà ïðîáà ñå ïðåáðîÿâàõà ïî 200 ñïåðìàëíè
êëåòêè. Áîÿòà R 123 ñå àêóìóëèðà â ìèòîõîíäðèèòå  â
îòãîâîð íà åëåêòðîõèìè÷åí ãðàäèåíò, ñúçäàäåí îò
ìèòîõîíäðèàëíèÿ ìåìáðàíåí ïîòåíöèàë. Êëàñèôè-
öèðàíåòî íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñòàâàøå â çàâèñèìîñò îò
èíòåíçèòåòà íà ïîåìàíå íà áîÿòà R123: ñ “–“ ñå
èäåíòèôèöèðàõà  ñïåðìàòîçîèäèòå ñ íåôóíêöèîíàëíè
ìèòîõîíäðèè, ñ “+“ ñå îïðåäåëÿõà æèâèòå ñïåðìà-
òîçîèäè, â êîèòî èìà èçâåñòíè íàðóøåíèÿ â
ìèòîõîíäðèàëíèÿ òðàíñìåìáðàíåí ïîòåíöèàë, è ñ “++“
ñå îïðåäåëÿõà íîðìàëíèòå ñïåðìàòîçîèäè ñ
ôóíêöèîíàëíî ñúõðàíåíè ìèòîõîíäðèè.

Ìåòîäúò ìèêðîãåë-åëåêòðîôîðåçà (Comet
assay)

Çà èçñëåäâàíå íà ÄÍÊ óâðåæäàíèÿòà êàòî
ìàðêåð çà àïîïòîçà è öÿëîñò íà ÿäðîòî áåøå èçïîëçâàí
ïðåöèçíèÿò ïðè îòêðèâàíå íà ñêúñâàíèÿ âúâ âåðèãèòå
íà ÄÍÊ ìåòîä íà ìèêðîãåë-åëåêòðîôîðåçàòà (Ñomet
assay). Ïîëó÷åíèòå èçîáðàæåíèÿ ñå íàáëþäàâàò êàòî
êîìåòè è ÷ðåç òÿõ ñå àíàëèçèðà ñòåïåíòà íà ÄÍÊ-
óâðåæäàíèÿòà. Âúðõó ïðåäâàðèòåëíî ïðèãîòâåíèòå è
îáåçìàñëåíè ìèêðîñêîïñêè ñòúêëà ñå íàêàïâàøå ïî 200
μ l îò 1,0% àãàðîçà ñ íîðìàëíà òî÷êà íà òîïåíå.
Ñëàéäîâåòå ñå ïîêðèâàõà ñ ïîêðèâíè ñòúêëà è ñå
ïîñòàâÿõà çà 5 min ïðè 40Ñ.

Îáðàáîòêà íà êëåòú÷íèòå ñóñïåíçèè
Êëåòú÷íèòå ñóñïåíçèè – ñâåæè ñïåðìàòîçîèäè

êàòî êîíòðîëíà ãðóïà, êàïàöèòèðàíè ñïåðìàòîçîèäè,
êðèîêîíñåðâèðàíè ñïåðìàòîçîèäè è Jurkat  êëåòêè
(ïðèëîæåíè ñà êàòî êîíòðîëà íà ìåòîäà), ñå ïðîìèâàõà
è öåíòðîôóãèðàõà ñ PBS è ñå äîâåæäàõà äî
êîíöåíòðàöèÿ 1õ106 spz/ml. Ñïåðìàòîçîèäèòå ñå
èíêóáèðàõà â PBS ñ 2% ìåðêàïòîåòàíîë çà 1 ÷àñ íà 40Ñ.
Ïðîìèâàõà ñå ÷ðåç åäíîêðàòíî öåíòðîôóãèðàíå íà
800 g çà 10 min íà öåíòðîôóãà Ê 24D. Êëåòú÷íèòå
ñóñïåíçèè ñå âêëþ÷âàõà â íèñêîòîïèìà àãàðîçà. Çà
öåëòà êúì 10 μl êëåòú÷íà ñóñïåíçèÿ â PBS ñå äîáàâÿøå
75μl îò 0,5% àãàðîçà ñ íèñêà òî÷êà íà òîïåíå. Âçåìàøå
ñå ïî 100 μl îò ïîëó÷åíàòà ñóñïåíçèÿ, ðàçñòèëàøå ñå
âúðõó ïðåäìåòíèòå ñòúêëà è ñå ïîêðèâàøå ñ ïîêðèâíè
ñòúêëà. Ïðîáèòå ñå ïîñòàâÿõà çà 5 min ïðè 40Ñ çà
ïîëèìåðèçèðàíå íà àãàðîçàòà. Àãàðîçà ñ íîðìàëíà
òî÷êà íà òîïåíå îò 200 ml ñå ðàçñòèëàøå âúðõó ñëàéäîâå
è ñå ïîêðèâàøå ñ ïîêðèâíî ñòúêëî çà 5 min ïðè 40Ñ.
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Ëèçèðàíå
Ñëàéäîâåòå ñå ïîñòàâÿõà â ëèçèñ áóôåð (2,5 M

NaCl, 100 mM Na
2
EDTA, 10 mM Tris-HCl, DMSO 5 ml,

1% Triton-X-100, 1% NP 40, pH 10) ïðè 40Ñ è  âíèìàòåëíî
ñå ðàçêëàùàõà.  Ñëåä 4 h ïðîáèòå ñå ïîñòàâÿõà âúâ
âòîðèÿ ëèçèðàù áóôåð ñ ïðîòåèíàçà K  (2,5 M NaCl,
100 mM Na

2
EDTA, DMSO 2,0 ml containing 1 mg/ml

proteinase Ê, ðÍ 7,4) è ñå èíêóáèðàõà ïðè 370C çà 12 h.
Ñëåä òîâà ñëàéäîâåòå ñå èçìèâàõà 3 ïúòè ïî 5 min ñ
íåóòðàëèçèðàù áóôåð (0,4 M Òris-HCl, pH 7,5) è ñå
ïîñòàâÿõà çà 20 min â åëåêòðîôîðåçåí áóôåð (300 mM
sodium acetate and 100 mM Tris-HCl, ðÍ 9.0).

Íåóòðàëíà åëåêòðîôîðåçà
Åëåêòðîôîðåçàòà ñå ïðîâåäå íà 12 V (0,46 V/

cm, 100 mÀ) çà 1 ÷àñ. Ñòúêëàòà ïîñëåäîâàòåëíî ñå
ïîñòàâÿõà ïî 5 min â 700 è 960 åòèëîâ àëêîõîë çà
îáåçâîäíÿâàíå. Ñëàéäîâåòå ñå îöâåòÿâàõà ÷ðåç
íàêàïâàíå âúðõó âñÿêî ñòúêëî ïî 50 l îò 20 μg/ml åòèäèåâ
áðîìèä çà 5 min. Èçëèøíîòî êîëè÷åñòâî åòèäèåâ áðîìèä
áåøå îòñòðàíåí ÷ðåç 3-êðàòíî ïðîìèâàíå ïî 5 ìèíóòè
ñ äåñòèëèðàíà âîäà è âúðõó ñëàéäîâåòå ñå ïîñòàâèõà
ïîêðèâíè ñòúêëà. Íàáëþäåíèåòî ñå èçâúðøè ïîä
ôëóîðåñöåíòåí ìèêðîñêîï è ñ áðîåíå íà êîìåòèòå.

ÐÅÇÓËÒÀÒÈ È ÎÁÑÚÆÄÀÍÅ
Åÿêóëàòèòå, íà êîèòî ñå èçâúðøèõà èçñëåä-

âàíèÿòà âúðõó ïîâåäåíèåòî íà ôîñôàòèäèëñåðèíà îò
ïëàçìåíàòà ìåìáðàíà, èíòåãðèòåòà íà ìèòîõîíäðèèòå
è ñòðóêòóðàòà íà ÄÍÊ íà ñïåðìàëíèòå êëåòêè, èìàõà
ñëåäíèòå ñïåðìàòîëîãè÷íè ïàðàìåòðè - ñïåðìàòîçîèäè
ñ ïðàâîëèíåéíè íàñòúïàòåëíè äâèæåíèÿ – 79,24±12,25
%, îáùà êîíöåíòðàöèÿ – 257,76±11,39õ107 spz/ml, æèâè

ñïåðìàëíè êëåòêè - 235±13,59õ107 spz/ml, ïàòîëîãè÷íè
– äî 15%, è ðÍ – 7,10±0,02.

Óñòàíîâèõìå, ÷å ïðè êàïàöèòàöèÿ è ïðè
êðèîêîíñåðâàöèÿ íàñòúïâàò ìîðôîëîãè÷íè ïðîìåíè â
êîìïîçèöèÿòà íà ÔÑ îò ÏÌ (òàáë. 1). Â ñâåæàòà ñïåðìà
(êîíòðîëíà ãðóïà) ïðîöåíòúò ñïåðìàòîçîèäè ñ ïðîìåíè
â ïîçèöèÿòà íà ÔÑ â ÏÌ – îïðåäåëåíè êàòî àïîïòè÷íè,
å ñðàâíèòåëíî íèñúê – 2,30±0,89. Ïðè êàïàöèòèðàíèòå
ñïåðìàòîçîèäè äîñòîâåðíî íàðàñòâà ïðîöåíòúò íà òåçè
ñ ïðîìåíè âúâ ôîñôîëèïèäíàòà àñèìåòðèÿ äî
28,34±9,84% (Ð<0,05). Ïðè äâåòå ãðóïè – ñâåæè
(êîíòðîëíà ãðóïà) è êàïàöèòèðàíè, ïðîöåíòúò íà
ìúðòâèòå ñïåðìàòîçîèäè å íèñúê è â áëèçêè ãðàíèöè.
Îò äðóãà ñòðàíà, â êðèîêîíñåðâèðàíàòà ñïåðìà
íàðàñòâà ïðîöåíòúò íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñ òðàíñ-
ëîêàöèÿ íà ôîñôîëèïèäèòå îò ÏÌ è òîé äîñòèãà äî
31,85±4,53%, ò.å. ðàçëèêèòå â ñðàâíåíèå ñ êîíòðîëíàòà
ãðóïà å äîñòîâåðíà (Ð<0,001).

Âèçóàëèçèðàíèòå ðåçóëòàòè ïðè îáðàáîòêàòà íà
ïðîáèòå ñ Ann VCY 3.18/6CFDA - òåñò (Sigma) ñà
ïðåäñòàâåíè íà ôèã. 1. Èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿâà ñïåöè-
ôè÷íàòà ëîêàëèçàöèÿ íà åêñïðåñèðàíèòå ìîëåêóëè ÔÑ
íà ÏÌ. Îò ïðîâåäåíèÿ àíàëèç ñå óñòàíîâè, ÷å ïðè
êàïàöèòèðàíèòå ñïåðìàòîçîèäè åêñïðåñèÿòà íà ÔÑ å
ïðåäèìíî â àïèêàëíèÿ ðåãèîí, êúäåòî å ðàçïîëîæåíà
àêðîçîìàòà íà ñïåðìàòîçîèäèòå, è â ïî-ìàëêà ñòåïåí –
â åêâàòîðèàëíèÿ ñåãìåíò. Ïðè ñïåðìàòîçîèäèòå ñëåä
êðèîêîíñåðâàöèÿ òàçè åêñïðåñèÿ ñå íàáëþäàâà íàé-âå÷å
â îáëàñòòà íà òÿëîòî, êúäåòî å ðàçïîëîæåí ìèòî-
õîíäðèàëíèÿò àïàðàò. Ïðè íÿêîè ñïåðìàòîçîèäè â ïî-
íàïðåäíàëè ñòàäèè íà òàêèâà ïðîìåíè ñå çàñÿãà ÏÌ íà
öåëèÿ ñïåðìàòîçîèä.

Ñïîðåä Martin et àl. (1994) åêñïðåñèÿòà íà ÔÑ
íà âúíøíàòà ïîâúðõíîñò íà ÏÌ å ðàíåí áåëåã íà
àïîïòîçà è âåðîÿòíî ñòàâà ÷ðåç àêòèâàöèÿòà íà
ñèãíàëíè ïúòèùà, çà êîèòî âñå îùå ìîæå äà ñå

Òàáëèöà 1. Ôëóîðåñöåíòåí àíàëèç ñ äâîéíî îöâåòÿâàíå - Àíåêñèí V CY3.18 è 6CFDA - òåñò (Sigma) íà
ñïåðìàòîçîèäè îò êî÷

Table 1. Fluorescence analysis with double staining – Annexin V CY3.18 and 6CFDA – test (Sigma) of ram spermatozoa

Ðàçëèêèòå ñà äîêàçàíè ïðè à ÷ â - p<0,05, à ÷ñ - p<0,001 âúâ âåðòèêàëíèòå êîëîíè

The difference are significant at à ÷ â - p<0,05, à ÷ñ - p<0,001 in vertical rows

Състояние на сперматозоидите 
Status of spermatozoa 

Ann V
+/-

/ 6CF
+/- 

 (n = 9) 

Мъртви/Dead  
Аnn

+

/6 CF
- 

Апоптични/Apoptic  
Ann

+

/6CF
+ 

Живи / Live 
Ann

-

/ 6 CF
+ 

Сперматозоиди от свежа сперма 
Spermatozoa from fresh semen  

6,53±2,13
а 

2,30±0,89
а 

90,17±5,75 

Капацитирани сперматозоиди 
Capacitated spermatozoa 

6,12  ± 3,6
а 

28,34± 9,84
b 

65,54±9,36 

Криоконсервирани  сперматозоиди 
Cryopreserved spermatozoa 

13,74±3,82
 

31,85±4,53
с 

54,44±6,16 
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6CFDA Annexin V CY3.18

Êàïàöèòèðàíè ñïåðìàòîçîèäè/Capacitated spermatozoa
À

Çàìðàçåíî-ðàçìðàçåíè ñïåðìàòîçîèäè/Spermatozoa after unfreeze

Ôèã. 1. Äèðåêòíà ôëóîðåñöåíöèÿ ñ Annexin VCY 3.18/6CFDA - òåñò (Sigma): À – æèâè ñïåðìàòîçîèäè;

B – àïîïòè÷íè ñïåðìàòîçîèäè (ñ òðàíñëîöèðàí ôîñôàòèäèëñåðèí); C – ìúðòâè ñïåðìàòîçîèäè (õ400)

Fig. 1. Direct fluorescence with Annexin VCY3.18/6CFDA – test (Sigma):  À – live spermatozoa; B – apoptic spermatozoa (with ñ

translocated molecules phosphatidylserine); C – dead spermatozoa (õ400)

Òàáëèöà 2. Èçñëåäâàíå ñ Rh 123 íà ìèòîõîíäðèàëíèÿ òðàíñìåìáðàíåí ïîòåíöèàë íà ñïåðìàòîçîèäè
Table 2. Study with Rh 123 of mitochondrial transmembrane potential of ram spermatozoa

Ðàçëèêèòå ñà äîêàçàíè ïðè à ÷ â - p<0,05 âúâ âåðòèêàëíèòå êîëîíè

The difference are significant at à ÷ â - p<0,05 in vertical rows

ïðåäïîëàãà òî÷íî êàêâè ñà èëè ñòàâà ÷ðåç àïîïòîçà
íåçàâèñèì ïúò. Äàëè òåçè èçìåíåíèÿ â ëèïèäíàòà
êîìïîçèöèÿ íà ÏÌ â îáëàñòòà íà ìèòîõîíäðèàëíèÿ
àïàðàò ñà ñèãíàë, äåòåðìèíèðàù íàðóøåíèÿ âúâ
ôóíêöèèòå íà ñïåðìàòîçîèäà, å âúïðîñ, êîéòî ïðåäñòîè
äà áúäå èçÿñíåí. Â òúðñåíå íà îòãîâîð ïðîâåäîõìå
èçñëåäâàíå íà ìèòîõîíäðèàëíèÿ òðàíñìåìáðàíåí

ïîòåíöèàë ïðè ñïåðìàòîçîèäè ÷ðåç ïðèëàãàíå íà Rh123
òåñò – òàáëèöà 2.

Îò àíàëèçà íà äàííèòå ñå óñòàíîâè, ÷å ïðè
êîíòðîëàòà è êàïàöèòèðàíèòå ïðîáè ïðîöåíòúò íà
ñïåðìàòîçîèäè ñ äîáðå ôóíêöèîíèðàùè ìèòîõîíäðèè
å äîñòîâåðíî ïî-âèñîê îò òîçè ñëåä êðèîêîíñåðâàöèÿ -
p<0,05. Ïðè ðàçìðàçåíàòà ñïåðìà ñå íàáëþäàâà

 

А

B

C

Състояние на сперматозоидите 
Status of spermatozoa 

Rh 123, (n = 8) 

 (-) (+) (+ +) 

Сперматозоиди от свежа сперма 
Spermatozoa from fresh semen  

9,63 ± 3,73
а 

7,30 ± 2,78
а 

83,07  ± 5,85
a 

Капацитирани сперматозоиди 
Capacitated spermatozoa 

11,86 ± 4,40
а 

23,60 ± 6,49
b 

67,54  ± 8,60
a 

Криоконсервирани  сперматозоиди 
Cryopreserved spermatozoa 

25,94± 2,77 
 

39,00±4,55 35,06± 3,07 
b
 

 



48

Agricultural University - Plovdiv         AGRICULTURAL SCIENCES    Volume II    Issue 3     2010

óâåëè÷àâàíå íà ïðîöåíòà íà ñïåðìàëíè êëåòêè ñ
íåôóíêöèîíèðàùè ìèòîõîíäðèè, êîåòî íàé-âåðîÿòíî ùå
äîâåäå äî ïîñëåäâàùà ñìúðò – ôèã. 2.

Ðåçóëòàòèòå, ïîëó÷åíè ïðè èçñëåäâàíå íà ÔË
àñèìåòðèÿ ÷ðåç AnVCY 3.18/6CFDA òåñòà, äàâàò
îñíîâàíèå äà ñå ïðåäïîëîæè, ÷å òðàíñëîêàöèÿòà íà ÔÑ,
êîÿòî ñå íàáëþäàâà ïðè êàïàöèòàöèÿ, íå å ñâúðçàíà ñ
íàðóøåíèÿ â ìèòîõîíäðèèòå è íå ïðåäñòàâëÿâà
ôåíîòèïåí áåëåã çà êëåòú÷íà ñìúðò. Èçâåñòíî å, ÷å ïðè

 

A B 

Ôèã. 2. Ôëóîðåñöåíöèÿ ñ Rh 123 òåñò: A – Rh 123 (+) - æèâè ñïåðìàòîçîèäè ñ íàðóøåíèÿ â ìèòîõîíäðèàëíèÿ

òðàíñìåìáðàíåí ïîòåíöèàë; B – Rh 123 (++) - íîðìàëíè ñïåðìàòîçîèäè ñ ôóíêöèîíàëíî ñúõðàíåíè

ìèòîõîíäðèè

Fig. 2. Fluorescence with Rh 123 test: A – Rh 123 (+) - live spermatozoa with disorders in mitochondrial potential;

B – normal spermatozoa with functional storage mitochondria

Ôèã. 3. ÄÍÊ èíòåãðèòåò íà ñïåðìàòîçîèäè ÷ðåç “Ñomet assay”: À - ñïåðìàòîçîèäè áåç íàðóøåíèÿ â ÄÍÊ;

Â – ñïåðìàòîçîèäè ñ íàðóøåíèÿ â ÄÍÊ (400õ è 1000õ)

Fig. 3. DNA integrity of ram spermatozoa by “Ñomet assay”: À – spermatozoa without DNA damage; B – spermatozoa

with DNA damage (400õ è 1000õ)

êàïàöèòàöèÿ çàäúëæèòåëíî ìèòîõîíäðèèòå òðÿáâà äà
ñà ñ ôóíêöèîíàëíî ñúõðàíåíà ìîðôîëîãè÷íà öÿëîñò,
çà äà ìîæå äà ñòàíå õèïåðàêòèâàöèÿòà íà ñïåðìà-
òîçîèäà íåïîñðåäñòâåíî ïðåäè îñúùåñòâÿâàíåòî íà
àêðîçîìíàòà ðåàêöèÿ. Â íàñòîÿùèòå èçñëåäâàíèÿ å
íàáëþäàâàí õèïåðàêòèâåí ìîòèëèòåò ïðè êàïàöèòè-
ðàíèòå ñïåðìàòîçîèäè. Â ñëåäâàùèòå àíàëèçè å
íàïðàâåí ñðàâíèòåëåí àíàëèç ÷ðåç Comet assay çà
îïðåäåëÿíå in vitro íà êîëè÷åñòâåíè ðàçëè÷èÿ íà
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íàðóøåíèÿ â ÄÍÊ ïðè ñïåðìàòîçîèäè è êëåòêè îò
ëèíèÿòà Jurkat, îáëú÷åíè ñ UV ëú÷è. Ðåçóëòàòèòå
ïîêàçâàò íàðàñòâàíå íà áðîÿ íà ñïåðìàòîçîèäèòå ñëåä
êðèîêîíñeðâàöèÿ è Jurkat êëåòêèòå ñ ïðîìåíè â ÄÍÊ
ñòðóêòóðàòà â ñðàâíåíèå ñ êîíòðîëíàòà ãðóïà è
êàïàöèòèðàíèòå, íî ðàçëèêèòå ñà ñòàòèñòè÷åñêè
íåäîñòîâåðíè. Âúçìîæíè ïðè÷èíè çà òåçè ðåçóëòàòè ñà
èçêëþ÷èòåëíî çäðàâîòî ïàêåòèðàíå íà ÄÍÊ â ÿäðîòî íà
ñïåðìàòîçîèäèòå îò êî÷ èëè òîâà, ÷å ñå èçïîëçâàò
åÿêóëàòè ñ äîáðè êà÷åñòâåíè è êîëè÷åñòâåíè ïîêàçà-
òåëè çà çàìðàçÿâàíå. Çà ñðàâíÿâàíå íà äàííèòå å
íàïðàâåí ñðàâíèòåëåí àíàëèç íà ÄÍÊ ñ Jurkat  êëåòêè,
ïðè êîèòî ñå ðåãèñòðèðà äîñòîâåðíî íàðàñòâàíå íà ÄÍÊ
êîìåòèòå ñëåä ïîñòàâÿíåòî èì â óñëîâèÿ, èíäóöèðàùè
àïîïòîçà.

Íàáëþäàâàíèòå êîìåòè ñå îïðåäåëÿò îò ïðîöåíòà
íà êëåòêèòå ñ èçìåíåíî ìèãðèðàíå. ×ðåç âèçóàëíîòî
áðîåíå íà ñëó÷àéíî èçáðàíè êîìåòè ñå óñòàíîâèõà
ñëåäíèòå êàòåãîðèè: À - ÄÍÊ îñòàâà èíòàêòíà, áåç òÿ äà
ìèãðèðà èçâúí êëåòêàòà; B - ñ ìàëêî ÄÍÊ, ìèãðèðàëà
èçâúí êëåòêàòà, íî îïàøêàòà å ìíîãî ïî-êúñà îò
äèàìåòúðà íà êëåòêàòà (ôèã. 3).

Èçâåñòíî å, ÷å ïðè êîìåòíèÿ ìåòîä ÄÍÊ íå ìèãðèðà
êàòî ôðàãìåíòè, êàêòî å ïðè êîíâåíöèîíàëíàòà ãåë-
åëåêòðîôîðåçà, êúäåòî èçìèíàòîòî ðàçñòîÿíèå å
ïðîïîðöèîíàëíî íà ðàçìåðà íà ôðàãìåíòèòå. Âåðîÿòíî
íà ïðåäñòàâåíèòå ñíèìêè ñå âèæäàò ñâîáîäíèòå,
ñêúñàíè êðàèùà íà ÄÍÊ, èçäúðïàíè â îïàøêàòà. Ñïîðåä
èçñëåäâàíèÿ íà Singh et al. (2003) ïðè ñïåðìàòîçîèäè
îò âúçðàñòíè èíäèâèäè íàðàñòâàò êëåòêèòå ñ ïðîìåíè â
ñòðóêòóðàòà íà ÄÍÊ è, êîåòî å ïî-èíòåðåñíî – óâåëè÷àâà
ñå äúëæèíàòà íà îïàøêàòà íà êîìåòèòå. Â íàñòîÿùèòå
èçñëåäâàíèÿ íàáëþäàâàíàòà äúëæèíà íà ìèãðèðàíå ïðè
ñïåðìàòîçîèäèòå å ñðàâíèòåëíî ìàëêà, êîåòî å
ñâúðçàíî ñ ðàçìåðà íà ôðàãìåíòèòå, êàêòî è ñúñ
ñòåïåíòà íà ÄÍÊ-ñøèâàíå. Äîêàòî ïðè Jurkat êëåòêèòå
êîìåòèòå ñà ñ ïî-óäúëæåíî òÿëî.

Îò èçñëåäâàíèÿòà âúðõó ïðîìåíèòå âúâ
ôîñôîëèïèäíàòà àñèìåòðèÿ íà ÏÌ ïðè êàïàöèòèðàíèòå
è êðèîêîíñåðâèðàíèòå ñïåðìàòîçîèäè ñå óñòàíîâÿâà
äîñòîâåðíî íàðàñòâàíå íà ïðîöåíòà ñïåðìàòîçîèäè ñ
òàêèâà ïðîìåíè â ñðàâíåíèå ñ êîíòðîëèòå. Ïðè
êàïàöèòèðàíèòå ñå óñòàíîâÿâà äîñòîâåðíî ïî-âèñîê
áðîé ñïåðìàëíè êëåòêè ñ ôóíêöèîíàëíî ñúõðàíåíè
ìèòîõîíäðèè, êàêòî è åäèíè÷íè ñïåðìàòîçîèäè ñ
ïðîìåíè â ñòðóêòóðàòà íà ÄÍÊ. Äîêàòî ïðè
ðàçìðàçåíèòå ñëåä êðèîêîíñåðâàöèÿ çíà÷èòåëíî
íàìàëÿâàò ñïåðìàòîçîèäèòå ñ ôóíêöèîíàëíè
ìèòîõîíäðèè. Ïîäîáíè àíàëèçè ñà ïðàâåíè îò O’Connell
et al. (2002), ñïîðåä êîèòî ïðè êðèîêîíñåðâàöèÿ ñå
ïîâëèÿâàò ìîðôîëîãèÿòà, ìîòèëèòåòà è ìèòîõîí-
äðèàëíàòà ôóíêöèÿ íà ñïåðìàòîçîèäèòå. Ñúùî òàêà
àâòîðèòå èçêàçâàò òåçàòà, ÷å íàðóøåíèÿòà  â ñòðóêòóðàòà

íà ìèòîõîíäðèèòå âñëåäñòâèå íà êðèîêîíñåðâàöèÿòà å
âúçìîæíî äà îòêëþ÷âàò àïîïòîçà ïîäîáåí ìåõàíèçúì,
âîäåù äî ñìúðò íà êëåòêèòå. Çàòîâà îò îñîáåíî
çíà÷åíèå çà ñïåðìàòîçîèäèòå å äà ñå ñúõðàíè
èíòàêòíîñòòà íà ìèòîõîíäðèèòå.

Èìàéêè ïðåäâèä ñïåöèôè÷íàòà ëîêàëèçàöèÿ íà
óñòàíîâåíèÿ â íàñòîÿùèòå èçñëåäâàíèÿ ÔÑ-ñêðàìáëèíã,
êàêòî è âèñîêèÿ ïðîöåíò ñïåðìàòîçîèäè ñúñ ñúõðàíåí
ìîòèëèòåò è ôóíêöèîíàëíè ìèòîõîíäðèè, áèõìå ìîãëè
äà ïðåäïîëîæèì, ÷å åêñïðåñèÿòà íà ÔÑ íà âúíøíèÿ
ïîëóñëîé íà ÏÌ ïðè êàïàöèòàöèÿ íå âèíàãè å ôåíîòèïåí
ïðèçíàê çà àïîïòîçà. Îò äðóãà ñòðàíà, ïðè
êðèîêîíñåðâàöèÿ íà ñïåðìàòîçîèäè äîñòîâåðíî
íàðàñòâà áðîÿò íà ìúðòâèòå è íåïîäâèæíèòå, à ñúùî
òàêà è íà ïîïóëàöèÿòà îò êëåòêè ñ íà÷àëíè ïðîìåíè íà
ìèòîõîíäðèàëíèÿ òðàíñìåìáðàíåí ïîòåíöèàë, íî íå ñå
ðåãèñòðèðà äîñòîâåðíî íàðàñòâàíå íà ñïåðìàòîçîèäèòå
ñ ïðîìåíè â ÄÍÊ ñòðóêòóðàòà, êàêòî òîâà ñòàâà ïðè Jurkat
êëåòêèòå. Òåçè ôàêòè äàâàò îñíîâàíèå äà ñå
ïðåäïîëîæè, ÷å ñëåä êðèîêîíñåðâàöèÿ ñïåöèôè÷íàòà
ëîêàëèçàöèÿ íà ÔÑ â ðåãèîíà íà mid piece e ôåíîòèïåí
áåëåã çà íåôóíêöèîíàëíîñò è êëåòú÷íà ñìúðò. Ñ÷èòàìå,
÷å ïðè òàêèâà ñïåðìàòîçîèäè ñìúðòòà íàñòúïâà ïîâå÷å
÷ðåç ìåõàíèçúì, ïîäîáåí íà íåêðîçà ïðè ñîìàòè÷íèòå
êëåòêè, îòêîëêîòî ÷ðåç àïîïòîçà.

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ
Ñ íàñòîÿùîòî ïðîó÷âàíå ñå óñòàíîâè, ÷å

òðàíñëîêàöèÿòà íà ÔÑ â ðåãèîíà íà àêðîçîìàòà íà
ñïåðìàòîçîèäèòå íå âèíàãè îçíà÷àâà, ÷å å çàïî÷íàë
ïðîöåñúò àïîïòîçà. Ïðîìåíèòå â ïîâåäåíèåòî íà ÔÑ,
ñúïðîâîäåíè ñúñ ñïåöèôè÷íè ôåíîòèïíè áåëåçè, êàòî
ëîêàëèçàöèÿ â ðåãèîíà íà mid piece, ñà áåëåã çà
íåôóíêöèîíàëíîñò. Òàêèâà êëåòêè íîñÿò áåëåçè çà
íåôóíêöèîíàëíîñò íà âúòðåêëåòú÷íèòå ñòðóêòóðè.
Ñ÷èòàìå, ÷å òåçè áåëåçè ñå ïðåäîïðåäåëÿò îò ñèãíàëíè
ïúòèùà, ðàçëè÷íè îò òåçè, êîíòðîëèðàùè ïðîöåñà
êàïàöèòàöèÿ. Íàëè÷èåòî íà àïîïòè÷íè ôåíîòèïíè
áåëåçè ïðè åÿêóëèðàëèòå êëåòêè ïî-ñêîðî å âñëåäñòâèå
íà íàðóøåíèÿ ïðåäè åÿêóëàöèÿòà è ñìúðòòà íà çäðàâè
è íîðìàëíè ñïåðìàòîçîèäè íàñòúïâà ïîâå÷å ÷ðåç ñìúðò,
íàïîäîáÿâàùà íåêðîçà ïðè ñîìàòè÷íè êëåòêè, îòêîëêîòî
÷ðåç àïîïòîçà.
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