Модификация криопротектанта яичным желтком для повышения жизнеспособности гамет
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Заморозка мужских половых гамет является одним из важнейших методов вспомогательных репродуктивных технологий. В процессе криоконсервации сперматозоиды вследствие различных причин (холодовой шок, осмотический шок, механические воздействия на мембраны) повреждаются, что влияет на их подвижность и морфологические показатели. Причем, подвижность и оплодотворяющая способность сперматозоидов после криоконсервации уменьшается в широких пределах в среднем на 30–70%. Для защиты клеток от повреждений используют специальные вещества – криопротекторы с различными механизмами действия. Несмотря на это, фертильность спермы после заморозки – разморозки существенно снижается. 

Одним из наиболее эффективных способов повышения выживаемости сперматозоидов, описанных в литературе, является добавление яичного желтка в криопротектор. Работы, посвященные исследованию данного эффекта, производились, в основном, на сперме животных [1, 2, 3]. Механизм действия желтка и эффективность его применения при криоконсервации спермы человека на сегодняшний день остаются неясными.
Таким образом, целью данной работы является исследование влияния яичного желтка на фертильность сперматозоидов после криоконсервации. Для решения данной задачи необходимо оптимизировать методику модификации криопротектанта эмульсией яичного желтка; установить рабочие концентрации. Изучив подвижность и морфологию клеток, определить, наличие различий между предлагаемой методикой заморозки и рутинным методом клиники.
Для оценки параметров сперматозоидов в данной работе применялись методы, рутинно используемые в клинике: оценка концентрации и подвижности с помощью камеры Маклера; оценка морфологических характеристик с помощью предварительно окрашенных стекол (метиленовый синий и крезиловый фиолетовый). Проводилась криоконсервация образцов по стандартному протоколу медленной заморозки и быстрая разморозка при 37оС.

Предварительный этап исследования состоял в разработке протокола приготовления гомогенизированного раствора желтка в необходимой концентрации, поскольку основная фракция яичного желтка гидрофобна, раствор готовился разбиением сгустков в ультразвуковой ванне, с последующим центрифугированием. Основываясь на литературных источниках и предшествующих исследованиях, для первой серии экспериментов была выбрана концентрация желтка в базовом растворе 24,6 мг/мл. Базовый раствор добавлялся в криопротектор SpermFreeze на основе глицерола, и полученная смесь с концентрацией желтка 6,15 мг/мл использовалась в качестве модифицированного криопротектора. Были получены первые результаты, представленные на диаграммах 1 и 2.
Из диаграммы 1 мы видим, что при обычном способе заморозки, несмотря на наличие криопротектора, показатели подвижности существенно снижаются: уменьшается доля нормально двигающихся сперматозоидов типов a и b, увеличивается доля неподвижных клеток. В образцах с модифицированным желтком криопротекторе показатели подвижности снижаются меньше. Согласно литературным данным, существует предположение о стабилизирующем действии желтка на плазматическую мембрану клеток за счет входящих в его состав липидов, однако, для подтверждения этого факта необходимо проведение большего количества экспериментов.
[image: image1.emf]0

20

40

60

80

100

без деффекта

головной части

шейки

хвоста

 с

цитоплазматич

еской каплей

Тип дефекта

Доля сперматозоидов, %

До заморозки

После заморозки

без желтка

После заморозки

с желтком

Диаграмма 1.

Влияние заморозки на подвижность сперматозоидов в присутствии желтка и без него (типы a и b – нормально подвижные; c- движение непрямолинейное, d- неподвижные).

Известно, что при криоконсервации спермы наблюдается возникновение дефектов различных структур клеток (дефект шейки, дефект хвоста, наличие цитоплазматической капли и др.). Была проанализирована процентная доля гамет с морфологическими дефектами различного рода после криоконсервации в присутствии и отсутствии желтка.
[image: image2.emf]0

20

40

60

80

100

a b c d

Типы подвижности

Доля сперматозоидов, %

До заморозки

После заморозки

без желтка

После заморозки

с желтком


Диаграмма 2. 

Влияние заморозки в присутствии желтка и без него на морфологические характеристики сперматозоидов.

Из диаграммы 2 видно, что в результате заморозки возрастает число сперматозоидов с дефектами шейки и хвоста. В образцах, замораживавшихся с желтком, доля сперматозоидов с дефектами шейки и хвоста ниже, чем в образцах замораживавшихся только с использованием криопротектанта на основе глицерола, однако для получения достоверного результата необходимы дальнейшие исследования.
Поскольку яичный желток имеет животное происхождение, при его использовании возникает риск инфицирования образцов. В некоторых публикациях [2, 3] авторы предполагают, что аналогичным желтку действием может обладать лецитин, выделенный из желтка, или его аналог растительного происхождения – соевый лецитин. Поэтому мы полагаем целесообразным подобную схему эксперимента применить для исследования модификаци криопротектанта соевым лецитином.
Таким образом, показано положительное влияние добавления желтка в криопротектор в концентрации 6,15 мг/мл на подвижность фертильных сперматозоидов после замораживания; выявлены основные морфологические изменения клеток при криоконсервации. Показано возможное уменьшение морфологических дефектов клеток при замораживании с модифицированным желтком криопротектором. 
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