Электронно-микроскопическое строение сперматозоидов человека.

Если рассматривать процесс оплодотворения на клеточном уровне, то можно выделить две основные причины снижения мужской фертильности:  

· недостаточное количество сперматозоидов или их отсутствие в эякуляте; 

· функциональная неполноценность сперматозоидов. 

В первом случае для прогноза фертильности достаточно подсчета концентрации и общего количества сперматозоидов в 1 мл эякулята, что выявляется при рутинном лабораторном исследовании эякулята. 

Нарушение функциональных свойств сперматозоидов при обычном светомикроскопическом исследовании в ряде случаев обнаружить невозможно.

Для определения различных параметров взаимодействия сперматозоидов с ооцитом разработан ряд функциональных тестов. Среди таких тестов можно назвать: 

· тест связывания сперматозоидов с блестящей оболочкой ооцита (HZA - hemizona assay); тест проникновения сперматозоидов сквозь блестящую оболочку ооцита;

· тест проникновения сперматозоидов в ооцит, лишенный оболочки; 

· определение деконденсации хроматина ядра сперматозоида методом окраски анилиновым синим. 

Наряду с этими тестами для установления этиологии и патогенеза патозооспермии и для оценки функционального состояния сперматозоидов может быть применен метод ультраструктурного анализа. 
Для успешного оплодотворения ооцита и дальнейшего ее дробления in vivo сперматозоиду необходимы: 

· моторный аппарат, с помощью которого преодолевается относительно большое расстояние от влагалища до верхнего отдела маточной трубы, где происходит оплодотворение ооцита; 

· интактная акросома, c помощью которой осуществляется пенетрация сперматозоидом оболочек ооцита; 

· ядро сперматозоида для переноса в ооцит генетического материала мужской гаметы; 

· центриоль зрелого сперматозоида, обеспечивающая митотические деления дробления эмбриона. 

Структура нормальных сперматозоидов 
Сперматозоиды человека не являются однородной популяцией. Согласно Руководству ВОЗ по спермиологическим исследованиям, в эякуляте фертильного мужчины должно содержаться не менее 30% морфологически нормальных сперматозоидов. Остальные 70% могут составлять атипичные формы, среди которых встречаются формы с аномалиями головки, шейки и жгутика в различном количественном соотношении. У пациентов с диагнозом "тератозооспермия" часто преобладает какая-либо одна форма патологии сперматозоидов. 
В норме зрелые сперматозоиды человека имеют плоскую овальную головку с хорошо различимой акросомой, занимающей 40-70% площади головки. В некоторых случаях головка может быть слегка заострена в постакросомном районе. Длина головки сперматозоида достигает 3-5 мкм, толщина 2-3 мкм. Средний отдел жгутика гладкий, его длинная ось совпадает с длинной осью головки сперматозоида, толщина менее 1 мкм, длина примерно в 1,5 раза больше длины головки. В среднем отделе жгутика может быть видна цитоплазматическая капля, размер которой не должен превышать половины площади головки. Основной отдел жгутика однороден по толщине, немного тоньше средней его части. Жгутик не должен быть закрученным, его длина достигает примерно 45 мкм. Именно такие сперматозоиды составляют большую часть клеточной популяции в верхних отделах шейки матки после коитуса, т.е. именно такие сперматозоиды преодолевают ряд функциональных презиготических фильтров и способны к оплодотворению. 
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Ультраструктура нормальных сперматозоидов в сканирующем и трансмиссионном электронном микроскопе. 


Функциональная анатомия и аномалии ядер сперматозоидов человека 
Головка сперматозоида состоит из ядра с плохо различимой ядерной оболочкой и гомогенной, плотно упакованной массой хроматина. Такая структура ядра мужской гаметы является результатом физико-химической и морфологической трансформации, которая осуществляется на поздней стадии сперматогенеза и продолжается во время прохождения сперматозоидов через придаток яичка. При этом происходит элиминация РНК, замещение соматических гистонов протаминами, богатыми аргинином, образование между протаминами дисульфидных мостиков, обусловливающих стабильность хроматина, что является завершающим этапом дифференцировки. Тонкогранулярный хроматин сперматид ранних стадий постепенно превращается в компактный плотно конденсированный хроматин зрелых сперматозоидов. Ядра зрелых сперматозоидов устойчивы к различным внешним воздействиям, в том числе и к бактериальным токсинам. У большинства видов млекопитающих замещение гистонов протаминами в головках сперматозоидов является полным, у человека около 15% гистонов остается ассоциированными с ДНК сперматозоидов, при этом участки нуклеогистонов чередуются с участками нуклеопротаминов. 
У морфологически зрелых сперматозоидов хроматин представляет собой гомогенную гиалиноподобную массу. Аномальная конденсация хроматина при электронно-микроскопическом исследовании выражается в наличии грубогранулярного ядерного вещества, характерного для сперматид на стадии удлинения ядер. Для таких ядер употребляется термин "незрелый хроматин". ДНК ядер с незрелым хроматином менее устойчива к денатурации, описана связь низкой степени конденсации хроматина с наличием в гамете хромосомных аберраций и с высоким содержанием тестис-специфических гистонов, незамещенных протаминами. У бесплодных пациентов выявлен высокий уровень предшественников протаминов. 
Имеется связь между нарушениями организации хроматина сперматозоидов и их способностью к оплодотворению, а также определено влияние организации хроматина на развитие эмбрионов после ЭКО. У лиц с идиопатическим бесплодием электронно-микроскопически показано значимое увеличение количества сперматозоидов со сниженной степенью конденсации хроматина. 
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Ультратонкий срез через ядро сперматозоида, содержащее гранулированный ("незрелый") хроматин и вакуоли. 
 
Функциональная анатомия и дефекты строения акросомы сперматозоидов человека.

При светооптических исследованиях на переднем конце ядер сперматозоидов выявляется так называемая ядерная шапочка, или акросома. Последняя является производной аппарата Гольджи. При формировании акросомы несколько проакросомных гранул сливаются в одну большую гранулу, которая контактирует с ядерной оболочкой. Она распластывается на поверхности ядра и формирует "шапочку", занимающую 25-60% ядерной поверхности. В этот период гликопротеины переносятся из комплекса Гольджи в акросому посредством мембранных пузырьков. 
Акросома зрелого сперматозоида содержит лизосомные ферменты, необходимые для пенетрации сперматозоидами фолликулярных клеток яйценосного бугорка и прозрачной оболочки яйцеклетки. 
Оценка аномалий головки сперматозоидов и акросомы обычно проводится при помощи специальных методов окраски либо функциональных тестов. Эти методы визуализируют наличие акросомной реакции и позволяют дифференцировать истинную акросомную реакцию от ложной. Первая является результатом капацитации, вторая - следствием дегенеративных изменений сперматозоидов. 
При ультраструктурном исследовании выявляются такие дефекты строения акросомы, которые не определяются при светооптических методах исследования: деформация акросомы, отхождение ее от ядра, Т-образные акросомы двуядерных сперматозоидов, дупликации акросомы, наличие внутриакросомных вакуолей. Подобные дефекты описаны у пациентов с бесплодием и отрицательными тестами пенетрации сперматозоидами пациента ооцитов золотистого хомячка. При этом анализы проб эякулята на светооптическом уровне позволяли выявлять количество, подвижность и морфологию сперматозоидов, соответствующие нормальным параметрам. 
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Ультратонкий срез через ядро сперматозоида с деформированной акросомой.В расширенном периакросомальном пространстве - мембранная вакуоль. 


Глобулозооспермию (округление головок сперматозоидов) часто связывают с полным отсутствием акросомы. Деструктивные изменения сперматозоидов, которые, как предполагают, могут быть обратимы, описаны у наркоманов. 
 При ультраструктурном анализе была выявлена характерная триада признаков - тотальный агенез акросомы, гранулярный "незрелый" хроматин, округлая форма головок.
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Ультратонкий срез эякулята пациента глобулозооспермией. Акросома отсутствует.  


Агенезия акросомы приводит к необратимому бесплодию. Было показано, что беременность может наступить у половых партнерш пациентов с глобулозооспермией лишь при использовании интрацитоплазматической инъекции сперматозоидов (ИКСИ). Так как при ИКСИ отсутствует селекция гамет, важно определить степень риска переноса потомству генетического дефекта D. Carrel и соавт показали, что у пациентов с глобулозооспермией частота анеуплоидии в половых клетках выше по сравнению с контрольной группой. Эти данные заставляют с осторожностью подходить к включению пациентов с глобулозооспермией, обусловленной агенезией акросомы, в программу ИКСИ.

Функциональная анатомия и дефекты строения жгутиков сперматозоидов

Жгутик сперматозоида разделяется на шейку, средний, основной и концевой отделы. Морфологическую основу жгутика составляет аксонема, состоящая из микротрубочек, организованных по универсальной схеме 9+2, характерной для большинства типов ресничек и жгутиков клеток эукариотических организмов. Аксонема тянется вдоль всей длины жгутика. В среднем отделе аксонема жгутика окружена слоем из 9 дополнительных фибрилл (9+9+2), кнаружи от которых расположены митохондрии. В основном отделе они заменяются фиброзным слоем, в концевом отделе остается только аксонема. 
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Схематическое изображение аксонемы жгутика нормального сперматозоида на поперечном срезе. Ультратонкие поперечные срезы через основной участок жгутика пациента с нормозооспермиейи сперматозоида пациентас астенозооспермией. В аксонеме жгутика сперматозоида в полностью отсутствуют динеиновые ручки периферических дуплетов микротрубочек. 

Шейка сперматозоидов. Центриолярный комплекс и аксонема формируют соединительный участок, или шейку, соединяющую головку сперматозоида и жгутик. Шейка сперматозоида имеет сложное строение. На тотальном препарате она выявляется как утолщение жгутика. У сформированного сперматозоида шейка представляет собой усеченный конус, содержащий проксимальную и измененную дистальную центриоли. Усеченный конус шейки на уровне дистальной центриоли состоит из 9 удлиненных поперечно исчерченных столбиков. Эти столбики напротив центриолярного отростка сливаются, теряют индивидуальные очертания и совместно продолжаются по направлению к головке, сливаясь с базальной пластинкой, лежащей у основания имплантационной ямки.
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Схематическое изображение шейки сперматозоида и ультратонкий срез через шейку нормального сперматозоида. 


Центриоли человека, также как и некоторых видов млекопитающих (овец, коров, сумчатых) наследуются через отцовские половые клетки и после оплодотворения становятся основой формирования астросферы спермия. В ооциты человека при оплодотворении переносится проксимальная центриоль сперматозоидов. Авторы показали, что на ранних этапах дробления зиготы астросферa спермия остается связанной с остатками аксонемы жгутика. 
Функциональный центр образования микротрубочек астросферы спермия человека связан с центриолями сперматозоидов. Так, у диспермических зигот формируются трехполюсные веретена дробления. При ультраструктурном изучении клеток эякулята человека мы наблюдали двухвостые сперматозоиды с двумя проксимальными центриолями у основания. В двуядерных сперматидах эякулята мы обнаруживали 2 пары не разошедшихся в делении созревания центриолей. Возможно, что нерасхождение центриолей может быть причиной аномалий развития, приводящих к полиплоидизации клеток плода и к самопроизвольному прерыванию беременности. 
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Двуядерная сперматида на ультратонком срезе. 



Аномалией строения шейки является наличие остаточных цитоплазматических капель, размер которых превышает величину головки. К патологическим изменениям шейки сперматозоидов относят гетероаксиальность - те случаи, когда головка сперматозоида и жгутик расположены под углом друг к другу. Мы описали две морфологические картины гетероаксиальности. При отклонении головки от оси симметрии на угол менее 90° видна асимметрия самой головки с сохранением ультраструктурных компонентов шейки. При более выраженном отклонении головки от оси симметрии (более 90°) структуры, обусловливающие контакт шейки и головки (базальная пластинка, сегментированные столбики, capitulum), могут не выявляться.
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Сперматозоид с цитоплазматической каплей на шейке и закрученным в цитоплазме жгутиком в сканирующем и трансмиссионном электронном микроскопе.
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Сперматозоид с гетероаксиальностью (отклонение головки от оси симметрии менее 90°) в сканирующем и трансмиссионном  электронном микроскопе. 
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Сперматозоид с гетероаксиальностью (отклонение головки от оси симметрии более 90°) в сканирующем и трансмиссионном  электронном микроскопе. В зоне шейки наблюдается проксимальная центриоль, остальные структуры соединительного участка отсутствуют. 

Средний и основной отдел жгутика. При ультраструктурном анализе половых клеток эякулята с помощью ряда морфологических критериев можно четко отличить астенозооспермию, вызванную некрозооспермией (по таким несомненным признакам, как фрагментация плазматической мембраны, дегенеративные изменения акросомы, кариолизис и кариорексис) от астенозооспермии, являющейся результатом генетически обусловленных патологических изменений жгутиков сперматозоидов, и от астенозооспермии, вызванной преходящими функциональными изменениями митохондрий (просветление матрикса митохондрий, набухание их крист. 
Морфологические аномалии различных компонентов аксонемы жгутиков некоторой части сперматозоидов могут встречаться у фертильных пациентов, однако значительные нарушения подвижности сперматозоидов коррелируют со структурными дефектами аксонемы жгутиков всех сперматозоидов или их большей части. Проведение количественного анализа морфологических аномалий аксонемы имеет прогностическое значение у пациентов с астенозооспермией. 
Наиболее частым дефектом строения аксонемы является отсутствие одной или обеих центральных микротрубочек (дефект 9 + 1 или 9 + 0)], что выражается в значительном уменьшении или полном отсутствии подвижности сперматозоидов. Достаточно часто встречаются такие аномалии аксонемы, как: 

· отсутствие динеиновых ручек около периферических дуплетов микротрубочек - и наружных и внутренних, либо только наружных или только внутренних; 

· дезорганизация какого-либо периферического дуплета; 

· отсутствие радиальных спиц аксонемы. 

Проведение количественного электронно-микроскопического анализа показало, что в группе пациентов со значительно сниженной подвижностью сперматозоидов (менее 20% подвижных) нарушения ультраструктуры различных аксонемных элементов встречаются значительно чаще. 
Примерно в 50% случаев такие нарушения встречаются в сочетании с классической триадой синдрома Картегенера - хронические синуситы, бронхоэктазы, situs viscerum inversus. В некоторых случаях, но не всегда, мужчины с синдромом Картагенера бесплодны. В литературе имеются сообщения о наличии подвижных сперматозоидов у мужчин с отсутствием динеиновых ручек в ресничках клеток эпителия дыхательных путей, и, наоборот, об изолированных дефектах только жгутиков сперматозоидов без патологии клеток реснитчатого эпителия. По-видимому, аксонемная организация жгутиков и ресничек находится под контролем различных генов. 
Структурные аномалии дополнительных фибрилл встречаются реже, чем аномалии аксонемы, и могут выражаться в изменении их формы, уменьшении количества или топографических нарушениях. С помощью негативного контрастирования показано, что в группе пациентов с астенозооспермией аномалии дополнительных фибрилл встречаются статистически достоверно чаще. 
Нарушения митохондриального слоя среднего отдела жгутиков при астенозооспермии могут быть выражены в различной степени - от уменьшения количества или нарушения спиральной упаковки митохондрий до полного их отсутствия. Количественные изменения в строении митохондриального листка могут развиться вследствие генных мутаций. Однако в ряде случаев у больных с астенозооспермией и инфекционными процессами урогенитального тракта выявляются качественные изменения - набухание крист и просветление матрикса митохондрий, что является обратимым процессом и, возможно, связано с воспалительной реакцией, в том числе с высокой концентрацией лейкоцитов в эякуляте. 
Сперматозоиды с дефектами строения аксонемы не способны проходить через женские половые пути и достигать верхних отделов маточных труб, однако они дают акросомную реакцию и пенетрируют ооциты. Таким образом, сперматозоиды с дефектами аксонемы могут участвовать в оплодотворении in vitro. При отсутствии наружных динеиновых ручек благоприятный прогноз деторождения возможен только при ИКСИ. 

 Электронно-микроскопическое изучение половых клеток эякулята позволяет оценить структурную целостность и, следовательно, функциональную адекватность субклеточных структур, ответственных за осуществление клеточного движения, пенетрирующей и оплодотворяющей способности сперматозоидов. Метод ультраструктурной диагностики патоспермии помогает выявить связь между нормальными показателями спермограммы и длительным, идиопатическим бесплодием. Только электронно-микроскопичекий анализ информативен у пациентов с астенозооспермией при "нормальных" результатах рутинных методов обследования (особенно при патологии аксонемы или митохондрий). У пациентов с аномалиями строения хроматина (незрелый хроматин) и акросомы ультраструктурный анализ может быть использован вместо/вместе с другими функциональными тестами. Проведение в этих случаях ультраструктурного анализа для исключения возможности генетически обусловленной патологии имеет прогностическое значение при выборе методов терапии или вспомогательной репродукции. Ультраструктурный анализ может быть использован в качестве функционального теста для прогнозирования исхода оплодотворения (особенно в случаях ЭКО). 


Единственным ограничением для использования метода электронной микроскопии при функциональной диагностике качества сперматозоидов и причин недостаточности генеративной функции является недостаточная информированность врачей-клиницистов о таком диагностическом подходе. Достоинством метода является возможность длительного (до 1 мес) хранения фиксированного материала, что позволяет различным андрологическим центрам пользоваться услугами специализированной лаборатории электронной микроскопии. 

