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 תקציר 

 פיזיקאלייםאו ו/ ( קריופרוטקטורים ) הזרע חשופים לגורמי עקה כימייםבמהלך תהליכי הקפאה והפשרה, תאי 

שלמות מבנית ותפקודית של של העלולים לגרום שינויים הרסניים בלתי הפיכים לממברנות התא. הערכה מדויקת 

ה יפרהיכולת ה ניבוי מטרתלות גדולה תאי זרע טריים וכמו כן של תאים שעברו שימור בהקפאה, הינה בעלת חשיב

           diaminochlorotriazineקוטל העשבים אטרזין והמטבוליט הראשי שלו תהליך הזרעה מלאכותית.והצלחת 

 (DACT  נחשבים כמזהמים סביבתיים וחומרים )את תפקוד  בין השאר פעילות אנדוקרינית, המשבשים משבשי

תן לא ני זהמים סביבתיים,תאי הזרע. בהתחשב בנזק אפשרי הנגרם כתוצאה מחשיפה של ממברנות תאי זרע למ

יך את המטרה של המחקר הנוכחי הייתה להער בהקפאה על תאי הזרע. שימור לשלול השפעה מתווספת של תהליך

 ההקפאה  תהליךלאחר  או( במהלך  1או  µM 10)  DACT( ו  0.1או  µM 1)אטרזין השפעת החשיפה של תאי זרע ל

שלמות ותפקוד ממברנות תאי זרע הוערכה בעזרת שימוש  .ולאחר ההפשרה להקפאה ה של זרמת בקרעל עמידות

( שלמות 2) ;  diamidino-2-phenylindole  ( DAPI)-6,'4  גדילי הוערך בעזרת-( דנ"א דו1: )פלואורסנטיםבסמנים 

 fluoresceinהוערכה בעזרתראקציית אקרוזום propidium iodide  (PI ) ( ;3 )התא הוערכה בעזרת  ממברנת

isothiocyanate-conjugated Pisumsativum agglutinin ( FITC-PSA ) ( ;4)  פוטנציאל ממברנת מיטוכונדריה

 tetrachloro-1, 1´, 3, 3´-tetraethylbenzimidazol-carbocyanine-´6 ,6,´5 ,5הוערך בעזרת סמן פלואורסנטי

)iodide1-( JC . הממצאים מראים, כי חשיפת זרמה לאטרזין(µM  1  או  0.1או )DACT  (µM 10  במהלך  1או )

                        DACTחשיפה ל (;  P < 0.09את שיעור תאי הזרע המתים ביחס לביקורת )  נוטה להעלותההקפאה, 

 (µM 10  מעלה  1או ) ריהדפוטנציאל ממברנת מיטוכונאת (P < 0.03  .)  או  אטרזיןלא נמצאה השפעה שלDACT 

קלציום  בעזרתמושרית  הזרע בעלי ראקציית אקרוזוםלעומת זאת, שיעור תאי  ספונטנית. ראקציית אקרוזוםעל 

  בריכוז חשיפת תאי הזרע לאטרזין µM  1 (P < 0.05   .)בריכוז  DACTיונופור, היה נמוך יותר לאחר חשיפה ל 

µM  1 ( לאחר תהליכי הקפאה והפשרה העלתה את שיעור התאים המתים ביחס לביקורתP < 0.05  א ,)לא  ך

זרמה  תלסיכום, חשיפפוטנציאל ממברנת מיטוכונדריה או ראקציית אקרוזום. נצפתה השפעה משמעותית על 

עומת זאת, ל הישרדותם, כפי שנבחן לאחר ההפשרה.ב קפאה, פוגעתההבמהלך תהליך  DACTאו לאטרזין 

 .לא היה אפקט משמעותי לאחר תהליך ההקפאה וההפשרההזרע חשיפת תאי בעקבות 
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Abstract 

During freezing and thawing procedures, sperm are exposed to chemical and/or physical stressors that 

may cause adverse and harmful changes to sperm membranes. Accurate evaluation of the structural 

and functional integrity of fresh as well as cryopreserved sperm is highly important in predicting 

sperm fertilization capacity and success of artificial insemination. The herbicide atrazine and its major 

metabolite, diaminochlorotriazine ( DACT ) are considered a ubiquitous environmental contaminants 

and endocrine disruptors, which deleteriously effect sperm function. Taking into consideration 

possible damage caused by environmental contaminants to sperm membranes, additive effects during 

cryopreservation cannot be ruled out. The aim of the current study was to evaluate the effect of 

atrazine ( 0.1 or 1 µM ) and DACT ( 1 or 10 µM ) exposure during or after cryopreservation on bovine 

sperm cryotolerance. Sperm membrane integrity and functionality were evaluated using fluorimetric 

probes: (1) doublestranded DNA was examined by 4',6-diamidino-2-phenylindole ( DAPI ); (2) plasma 

membrane integrity was examined by propidium iodide ( PI ); (3) acrosome reaction was examined by 

fluorescein isothiocyanate-conjugated Pisumsativum agglutinin ( FITC-PSA ); mitochondrial 

membrane potential was examined by 5,5',6,6'-tetra-chloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl 

carbocyanine iodide ( JC-1 ) fluorescent probe. The findings demonstrate, that exposure of sperm to 

atrazine ( 0.1 or 1 µM ) or DACT ( 1 or 10 µM ) during cryopreservation increased the proportion of 

dead sperm relative to the control ( P < 0.09 ); exposure to DACT ( 1 or 10 µM ) increased 

mitochondrial membrane potential ( P < 0.03 ). Neither atrazine nor DACT affected spontaneous 

acrosome reaction. In contrast, the proportion of sperm with Ca++  ionophore-induced acrosome 

reaction was lower after exposure to 1 µM DACT ( P < 0.05 ). Following freezing and thawing 

procedures, exposing sperm to 1 µM atrazine increased the proportion of dead sperm relative to the 

control ( P< 0.05 ), but had no significant effect on sperm mitochondrial membrane potential or 

acrosome reaction. In conclusion, exposing sperm to endocrine-disrupting chemicals such as atrazine 

or  DACT during cryopreservation reduces sperm cryotolerance and resistance post-thawing. 
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 מבוא . 1

 אטרזין והסביבה החקלאית

חומרי הדברה שונים,  הסביבה בה אנו חיים ובפרט הסביבה החקלאית מזוהמת בחומרים כימיים רבים ובכלל זה

(. חומרים אלה פוגעים בפעילות התקינה של המערכת EDCs  הידועים כחומרים משבשי פעילות אנדוקרינית )

  ( Schiffer et al., 2014 ; Jin et al., 2015 ).האנדוקרינית וכן במערכות אחרות כגון מערכת הרבייה 

עיקר לקטילת עשבים ב ומשמשבעולם חקלאי  ( הינו אחד מחומרי ההדברה הנפוצים ביותר לשימוש ATZ ) אטרזין

בעיקר במדיום נוזלי לנדוד הנמצא בסביבה יכול  אטרזין.( Barr et al. 2007 )ושדות חיטה  קנה סוכר ,בגידולי תירס

ר מטבוליזם בהיכנסו לגוף, אטרזין עוב ועל כן הינו השכיח ביותר להימצא בנחלים, נהרות, מי תהום ומי השתייה.

 ים נוצר יםמטבוליט. הDACT( diaminochlorotriazine )  מהיר למטבוליטים שונים, כאשר העיקרי מביניהם הינו

להישאר בשכבות  םוביכולת ( ( Koskinen & Clay, 1997על פני שטח הקרקע  אטרזין של ע"י פוטודגרדציה בעיקר 

אטרזין נאסר לשימוש במדינות איחוד האירופי, אך  2004. בשנת ( Cox, 2001 ) התחתונות של הקרקע שנים רבות

במי תהום נעים בטווח של  שנמצאו ריכוזי אטרזין צות רבות ובניהן ארה"ב וישראל.שימוש נרחב בארב נמצאעדיין 

µg/L 0.01-6  ובמספר ארצות נמצאו ריכוזים בטווח שלµg/L 0.01-5 במי השתייה .( WHO, 2003 )  ריכוז אטרזין

 תקנות בריאות העם,  ) µg/L 2-ובישראל כ  µg/L 3( Basheer & Lee, 2004 )המורשה במי שתייה בארה"ב הינו 

  וסימזין בשכיחות הגבוהה ביותר. בשנים  ATZ בניהםחומרי הדברה במי שתייה,   17טרים כבישראל, מנו (. 2013

שנבדקו. הריכוזים שנמצאו נמוכים מהתקן  המים ממקורות 16-26% -כב באופן קבוע ATZנמצא  1997-2010

 (. Bas Spector&Fidelman, 2012 )  ולפיכך המים אינם נחשבים לפסולים לשתייה

 אטרזין ובעל החיים

בשתן חולדות  הניתנים לאיתור ,בבע"ח, כאשר אטרזין נכנס לגוף, הוא עובר פירוק בכבד למגוון מטבוליטיםכאמור 

. DACTהינו   ATZו מתפרק המטבוליט הראשי והעיקרי שאליביונקים,  .( Ikonenet al., 1988 ) ובני אדם

 במח µM 50 ו בפלסמה  µM100  בשתן, µM5400  של DACTריכוזי   בעכברים נמצאו

) ( Brzezicki et al., 2003 ;Ross et al., 2008 ;Barr et al., 2007. מחקרים רבים הראו כי חשיפה ל ATZ ו  

DACT  לשלל תופעות בעלות השפעות מצוני ולסטרס חאפילו בריכוזים נמוכים הנמצאים בסביבה גורמת

משבש תהליכים המתווכים בהורמוני  אטרזין ,EDC-בין יתר האפקטים שלו כ .( Jin et al., 2014 ) אנדוקריניות

הוא מעלה את פעילות  mol/L   5-10בריכוז החיוניים לפעילות מערכת המין והרבייה. לדוגמא, אסטרוגן ואנדרוגנים

אנדרוגנים בקו תאים סרטניים ממקור אדם  יצירת ומוריד אסטרוגן יצור בתהליך אנזים ארומטאז, הקריטי

ביניהם  קשורה בין היתר להתפתחות תהליכים סרטניים, חשיפה לאטרזין .( Fan et al., 2007 ) המגיבים לאטרזין

שנחשפו  או בנשים ( Eldridge et al. 1994 ) במשך שבועיים ןמ"ג/ק"ג אטרזי 100 ב וזנוסרטן השד בחולדות שה

במשך אטרזין מ"ג/ק"ג  200עד של חולדות  הזנה. בנוסף, דווח כי  ( Kettles et al. 1997 )למים המזוהמים באטרזין
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                                  הערמוניתולהתפתחות סרטן  .Stoker et al )  1999) גורמת לדלקת בבלוטת הערמוניתכחודש 

(( Pintér et al. 1990  אטרזין כפי שנמצא בבני אדם שעבדו בתעשיית ייצור  Maclennan et al. 2002 ).) 

 תהליך הספרמטוגנזה

הספרמטוגנזה מתרחשת במהלך חיי  תאי הזרע נוצרים בצינוריות יוצרות הזרע באשך בתהליך הקרוי ספרמטוגנזה.

 61-הזכר הבוגר ונבדלת בין מינים שונים של בע"ח בעיקר במשך זמן התהליך. בבקר משך הספרמטוגנזה הוא כ

הראשון, שלב השגשוג, בו מתרחשות  שלבים: 3-ניתן לחלק את תהליך הספרמטוגנזה ל .( Senger, 2003 ) ימים

יה. כתוצאה מחלוקות אלו המשמשים כתאי אב הנקראים ספרמטוגונ חלוקות מיטוטיות של תאים דיפלואידים

נוצרים ספרמטוציטים ראשוניים. השלב השני, שלב חלוקת הפחתה, בו ספרמטוציטים ראשוניים  עוברים חלוקה 

שלב  הספרמטידים. הספרמטידים הינם תאים הפלואידים. השלב השלישי, לקבלת עד ושניה מיוטית ראשונה

והופכים לתאי זרע  ים את המורפולוגיה הסופיתההתמיינות, שלב בו אין חלוקות ובו הספרמטידים מקבל

הזנב מכיל את  וזנב. הראש, מכיל את הגרעין עם המטען הגנטי ואת שלפוחית האקרוזום. בעלי ראש -האופייניים

זרע שהשלימו את המורפוגנזה,  . תאי ( Senger, 2003 )ובו מיטוכונדריה המסודרות בצורת סלילmidpiece -ה

 מופרשים לחלל הבין צינורי ונעים ליותרת האשך,האפידידימיס.

גוף וזנב. במהלך המעבר של תאי הזרע באפידידימיס, הם עוברים שינויים  האפידידימיס מורכב מראש,

תאי הזרע  .( França et al., 2005;Senger, 2003 ) מורפולוגיים ופונקציונלים כגון רכישת תנועה ופוטנציאל הפריה

זרע עדיין אינם בעלי יכולת השלב הפליטה. מיד לאחר הפליטה, תאי מאוחסנים בזנב האפידידמיס עד ל הבשלים

תהליך שבלעדיו תא זרע לא  (, קפסיטציה הכשרה ) מין הנקבית, הוא עוברה. כאשר הזרע מגיע למערכת הפריה

עובר תא הזרע שינויים ובניהם שינויי ממברנה בראש התא וקבלת  במהלך הקפסיטציה יוכל להפרות את הביצית.

 יכולת  הם בעלי זרע שעברו קפסיטציהרק תאי  .( de Lamirande et al., 1997 )  תנועה היפראקטיבית בזנב

יש שחרור אנזימים   ARבמהלך (. AR אקרוזום )ריאקציית ( של הביצית ולעבור  ZP ) zona pellucida ל להיקשר

 הזרע  תא של ממברנות איחוי, מה שמוביל לשל הביצית  ZPהנמצאים בשלפוחית האקרוזום שמחוררים את ה

את תהליך in-vitro  לחקות .ניתן הינם תהליכים הכרחיים בכדי שתתרחש הפריה  ARוהביצית. קפסיטציה ו

, ניתן in-vitro קפסיטציה לאחר .( John J. Parrish, 2014 ) קפסיטציה הטבעי, ע"י תנאי תרבית ספציפייםה

פסיולוגיים כמו קלציום -פרוגסטרון או משרנים לאע"י משרנים פיסיולוגיים כמו ההורמון  AR in-vitroלהשרות 

                                          ספונטנית AR מושרת ללא סיבה ידועה, זוהי   ARכאשר .( Parrish et al., 1988 ) יונופור

( Abou-haila & Tulsiani,  2009 ).   תא זרע שעברAR  ספונטנית אינו יכול להיקשר לZP  של הביצית ולהפרות

 אותה.
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 אטרזין ומערכת הרבייה

 מערכת המין הזכרית. ובפרטהיא מערכת הרבייה, EDCs  שמושפעות מחשיפה לכפי שהוזכר, אחת המערכות 

. חשיפה של דו חיים בפרט ובתאי הזרעבכלל  ת במערכת הרבייהרים מראים כי חשיפה לאטרזין פוגעמספר מחק

תופעת הרמפרודיטיזם ואפילו התפתחות ביציות בזכרים של , לאטרזין גורמת לפגיעה בהתפתחות אברי המין

 . תופעות( Hayes et al., 2002, 2003 ), הרלוונטיים מבחינה אקולוגית אטרזיןעים, גם בריכוזים נמוכים של צפרד

 .µg/L0.5-50 (  Tillitt et al., 2010) של ירידה ברבייה נצפו בדגים כתוצאה מחשיפה לאטרזין בריכוזים שבין 

לדלדול נוגדי חמצון באשך ובאפידידימיס ולכן  גרמה אטרזין מ"ג/ק"ג של 120 -מחקרים בחולדות הראו כי הזנה ב

, נצפתה ירידה µM50-500 בריכוז  לאטרזיןin-vitro  בחשיפה .(Abarikwu et al. 2010  )משרה סטרס חמצוני 

ספונטנית בתאי זרע שמקורם  AR עלייה ב  µM8-40 ובריכוז  (Betancourt et al., 2006  ) בתנועה פרוגרסיבית

יות הזרע כנראה מעידים על כך שאטרזין גורם .השינויים בתנועת( Maravilla-Galván et al., 2009 ) מחזיר

(.  Betancourt et al., 2006 ;Hase et al., 2008 ) האחראית ליצירת אנרגיה לצורך תנועה ,לשינויים במיטוכונדריה

מחקרים מהשנים האחרונות, בניהם מחקר  שיצא  ממעבדתנו, הראה כי חשיפה ישירה של תאי זרע של בקר 

( פוגעת בממברנות של תאי הזרע וכך  1–10 µM )   DACT(   וµM ) ATZ 1–0.1 לריכוזים אקולוגיים של  

. בין ההשפעות שנצפו היו ירידה ובזרמה דימיסבמהלך שלבי ספרמטוגנזה, מעברם, איחסונם באפידי איכותםב

נמצאה  DACT השפעת המטבוליטוהיפרפולריציה של ממברנות המיטוכונדריה בתאי הזרע. AR , שיבוש בחיוניות

תאי הזרע שהיו הרגישים ביותר להשפעות מקורם מזנב האפידידימיס, כלומר תאי  עצמו. ATZאף יותר חמורה מ 

. פגיעה באיכות תאי הזרע נצפתה במחקר נוסף בו ( Komsky-Elbaz & Roth, 2016 ) לפליטהזרע בשלים ומוכנים 

בכל הריכוזים הנ"ל נצפתה ירידה בתנועתיות  (. מ"ג/ק"ג 0.1 ,1 ,10)  ATZבמינונים נמוכים של  וזנועכברים ה

כל אלו יכולים  .( Saalfeld et al., 2018 )פרוגרסיבית, בשלמות הממברנות ותפקוד המיטוכונדריה של תאי הזרע 

 להוביל לפגיעה ביכולת ההפריה ופוריות הזכר.

. שימור בהקפאה  Funk, 2006 )) בהקפאה הנשמרתכיום, רוב הרבייה בענף הבקר מתבצעת ע"י הזרעה בזרמה 

בכדי לבצע הקפאה ישנו צורך בהוספה של חומרים  לקציה להגדלת הייצור בחיות משק .מאפשר השבחה וס

. למשל, הוספה של גליצרול לזרמה עוזרת לשמור על יציבות ממברנות תאי נזקי ההקפאהעל התאים מפני  המגנים

 .( Thomas, 1998 ) הזרע במהלך ההקפאה

לממברנות אלו יפגע בחיות התא  פגיעה בממברנות תגרום לנזק לממברנות התא, האקרוזום והמיטוכונדריה. נזק 

ואת תנועתיותם  תאי הזרע חיותאת  50% בכ מפחית או ביכולתו להפרות בעתיד. ידוע, כי תהליך ההקפאה

 Watson, 1995;Thomas, 1998 ) כתוצאה מפגיעה במיטוכונדריה וע"י כך את שיעורי ההפריה בהזרעה מלאכותית

שונים לפני או אחרי ההקפאה יכולים להשפיע על עמידות לתהליך חשיפה של תאי זרע לחומרים  . נוסף על כך,(

לזרמת חזיר לאחר הקפאה רוזמרין המשמש כנוגד חמצון . למשל, הוספה שלההקפאה ועל פוטנציאל הפוריות
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 חשיפת זרמה לרעלנים  . ניתן להניח כי( Malo et al., 2010 )ואחוזי פוריות  העלתה חיות, שלמות אקרוזום

 וביכולת ההפריה שלהם. , איכותםמהסביבה תפגע בעמידותם להקפאה  EDC'sאו תיים סביב

או  במהלךמזרמת פרים על שלמות הממברנות של תאי זרע  DACT ו אטרזיןיתמקד בהשפעת  המחקר הנוכחי

 ההקפאה. תהליך אחרי

 הייחודיות במחקר זה מתבטאת בכמה אספקטים:

 האשך; עצמם ולא בהשפעה על הזרע בתאי -ספרמטוגנזה בתאי זרע שסיימו תהליך התמקדות .1

 ;סביבתיתבניסוי הינם רלוונטיים מבחינה  בחנושנ אטרזין ריכוזי .2

 , על הזרמה;DACT גם את השפעתו של המטבוליט , דקהנב .3

 אלו. חומריםהזנה הכוללת  ולא דרךDACT ישירה של זרמה לאטרזין או  חשיפהבוצעה   .4

ההקפאה של זרמת פרים, תהליך שחשוב ורלוונטי מאוד  על תהליך DACT או אטרזיןההשפעה של נבדקה  .5

 קפואה. ע"י זרמה נעשית לחלב בבקר הרבייה רובמכיוון שכיום  ,לחלב לתחום הבקר

 מטרות העבודה

בריכוזים  DACTאו   ATZל  ת תאי זרעשל חשיפ את ההשפעה בחוןהמטרה הכללית של המחקר הינה ל

 היעדים: .על עמידות להקפאה של זרמה ממקור בקר יו,הקפאה ולאחרהבמהלך תהליך  רלוונטיים סביבתית

מצב   . DACTכיצד תושפע עמידות תאי הזרע בתהליך ההקפאה בעקבות חשיפה לאטרזין או המטבוליט לבחון. 1

 . DACTלמטבוליטים שונים ובניהם למטבוליטשעובר פירוק בכבד  לאטרזין הנחשף זה מדמה תאי הזרע בגוף הפר

. מצב זה מדמה תאי זרע  DACTהמטבוליט או כיצד יושפעו תאי זרע מופשרים בעקבות חשיפה לאטרזין לבחון. 2

 .DACT  שעובר פירוק בכבד למטבוליטים שונים ובניהם לאטרזין מופשרים המוזרעים לגוף הפרה שנחשפה

 השערות העבודה

 סביבתיתמבחינה  םהרלוונטייבריכוזים  DACTה במעבדתנו הראתה כי חשיפה לאטרזין או עבודה קודמת שנעשת

 .( Komsky-Elbaz & Roth, 2016 )פוגעת באיכות תאי הזרע 

 ההשערות שעולות:

תפגע בעמידותם בתהליך ההקפאה ובהתאם לכך הקפאה  במהלךDACT  לאטרזין או ל . חשיפה של תאי הזרע1

 .םבאיכות

 .םתפגע באיכות DACT . חשיפה של תאי זרע מופשרים לאטרזין או ל2

מושרית ופגיעה בפוטנציאל ממברנת   ARספונטנית, ירידה ב ARלירידה בחיות, עליה ב  בשני המקרים, נצפה

מעבר  . כל אלו עלולים להוריד את פוטנציאל הפוריות )המיטוכונדריה, העלולה להוביל לעקה חמצונית של התא

 .( למטרות מחקר זה
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 . חומרים ושיטות 2

 חומרים וראגנטים 2.1 

  ) רחובות, ישראל ( אלא אם צוין אחרת. Sigmaכל החומרים נרכשו מחברת  

 (  98.9%:, רמת נקיון( chloro-4-(ethylamine)-6-(isopropylamine)-s-triazinelot #421-55A;ATZ-2,אטרזין

 96.7%רמת ניקיון:  diaminochlorotriazine   DACT ) ;lot# 404-99A ,2-chloro-4,6-diamino-1,3,5-triazine ו

ת מלאי ותמיס ולצורך העבודה הוכנ , פנסילבניה, ארה"ב Chem Service Inc.  (West Chester.) נרכשו מ (

                                 לפי הוראות היצרן dimethyl sulfoxide (DMSO )  ממסב mM 10בריכוז   DACTו  ATZשל

( .Chem Service Inc ). 

 פלורוסנטים הבאים: בצבענים השתמשנו  לצורך הערכת שלמות ממברנות תאי הזרע  

 DAPI ) 4',6-diamidino-2-phenylindoleנקשר ל  :) dsDNA ,.צובע את גרעיני התאים בכחול 

 Propidium iodide(  PI :) באדום. בעלי ממברנת תא פגומהתאים  צובע גרעינישלמות ממברנת התא, להערכת 

( FITC-PSA ) fluorescein isothiocyanate-conjugated Pisumsativum agglutinin: שלמות ממברנת להערכת

  .ARצובע בירוק אקרוזום פגום או שאריות אקרוזום שעבר אקרוזום, 

5, 5´,6, 6´-tetrachloro-1, 1´, 3, 3´-tetraethylbenzimidazol-carbocyanine iodide 

 ,ENZOBiochem;JC-1)  פוטנציאל ממברנת מיטוכונדריההערכת ל: ( ביורק, ארה"ניו . (ΔΨm ) צובע

 מיטוכונדריה עם פוטנציאל ממברנה גבוה )אדום( ונמוך )ירוק(.

 

 הכנת זרמה   .22

 .1994כל הניסויים בוצעו על פי תקנים ישראלים לרווחת חיות משק משנת 

לצורך בבקר ) חפץ חיים, ישראל (.  מלאכותית וטיפוחהחברה להזרעה "שיאון",  זרמת פרים סופקה על ידי

איסוף הזרמה נעשה בעזרת תנועתיות. כושר  בעליתאי זרע  80%זרמה שהכילה לפחות ברק הניסויים השתמשנו 

 NKM  (110 בבופר ( C º25דקות ב  8במשך  g600תאי זרע נשטפו בעזרת צנטריפוגה )   ת.מלאכותי ואגינה

mMNaCl ,5 mMKCl , 20 mM MOPS[3-N-morphilino propanesulfonic acid ,pH 7.4 ] )  מעודדשאינו 

טכניקה זו .  NKMבבופר דקות 20במשך  "swim-up"ע וצילבהושארו  תאי זרעקפסיטציה. לאחר השטיפה, 

התאים שנשטפו תנועתיות נאספו להמשך הניסויים.  כושר . תאים בעלישיעור גבוה של תאים נעיםלדגום מאפשרת 

 שימוש.עד ל C º39 נשמרו ב
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 הקפאת זרמה .32

, סימפורט, קנדה ( ® T-311 Cryovialשל תאי זרע  למבחנות פלסטיק  )  µL 200הראשון, נלקחה דגימה של  בשלב

 AndroMedמדיום הקפאה,  µL 200ההקפאה בוצעה לאחר הוספה של   "ל.מ 1.5 של בנפח להקפאה המיועדות

freezing medium (Minibut )  .הדוגמאות   .פיפטציה ידי על בזהירות עורבבו הקפאה מדיום בתוספת הזרע תאי

בכדי למנוע  תיותתהליך ההקפאה בהדרג בוצעלאחר מכן, . C º4שעות ב  3 ךבמש ידני טלטול כדי תוך במקררקוררו 

 ס"מ 15של כ  בגובה  אדי חנקן נוזליעל  עברו לתהליך הקפאההוהדוגמאות  תאי הזרע. בשלב הראשון,לעקת קור 

 חנקן במיכלעברו לתוך חנקן נוזלי הו, הדוגמאות שלב השניב דקות. 10למשך ( -) C º140-130ב  חנקן מיכל מעל

 .שעות לפחות לפני ההערכה 24למשך  (-) C º196ב  נוזלי

 משך דקה.ל C º37מים בטמפרטורת אמבט דוגמאות זרמה קפואות הופשרו על ידי העברתם ל

 

 תהליך קפסיטציה בתאי הזרע  .42

על בקצרה,  (.  ( Parrish et al., 1999; Winer 1988כפי שתואר בעבודות קודמותהושרתה in-vitro  קפסיטציה

 mTALP בופרב והודגר משקע תאי הזרע הורחף. דוגמאות זרמה מופשרות עברו סירכוזמנת להשרות קפסיטציה, 

( solution Tyrode modified 100 המכיל mMNaCl ,3.1 mMKCl ,21.5 mM MgCl ,4PO20.92 mM KH  ,25 

3mM NaHCO ,[pH 7.4] 20 mM HEPES ,pyruvate sodium 0.1 mM , 10 IU/mL sodium lactate ,21.6 mM

penicillin ,1 mg/mL BSA, 22 mM CaCl, heparin  µg/mL20   .) התאים הודגרו בmTALP שעות  4משך ל          

, ARבכדי לאמת שתאי הזרע עברו תהליך קפסיטציה, בחנו את יכולת תאי הזרע לעבור  .2CO 5% עם C º39ב 

דקות נוספות  20למשך  µM 20 בריכוז(  ionophore A23187 ++Ca ( קלציום יונופורשהשרינו על ידי הוספה של 

 של הדגרה.

 

 טיפולים .52

 DACT, או ל µM 1או  0.1בריכוז סופי של   ATZל  ושפתאי הזרע נחDACT. ו  ATZ צעו בנפרד עבורבוהניסויים 

   הידוע היטב ממודלים ניסויים במחקרים קודמיםריכוזים אלו נבחרו בהתאם למידע  .µM10 או  1בריכוז סופי של 

Forgacs et al. 2013; Komsky-Elbaz & Roth 2016 ) .)( לפי הוראות היצרן Chem Service Inc.  ,)ATZ  וDACT 

קבוצה של תאי זרע ללא . 1הניסויים כללו שתי קבוצות ביקורת:  הריכוז המירבי DMSO  (0.01% .) ממסהומסו ב

, בכדי לשלול את  0.01%בריכוז  DMSOממס ל קבוצה של תאי זרע בנחשפו. ATZ/DACT/ DMSO2חשיפה ל 
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לא  DMSOניסוי הנוכחי, הממס הם בבריכוזים הסופיים שהשתמשנו ב. בפרמטרים שנבדקו השפעתו על תאי הזרע

תחת   C º 39ב  DACTאו  ATZעם או ללא  mTALPהתאים הודגרו בנמצא בעל השפעה מזיקה על חיוניות תאי הזרע. 

שעות של  4 ו וזרמה מופשרת ( הטרייזרמה  ) 0הערכת תאי הזרע בוצעה לאחר  באוויר. 2CO 5% אטמוספירה עם

כביקורת חיובית  הששימש µM 20 בריכוז קלציום יונופור דקות נוספות של הדגרה בתוספת של 20, ולאחר הדגרה

 .ARל 

 

 של ממברנות תאי זרע יתסימולטנ פלואורסנטית הערכה .62 

כפי  ה( בוצע סימולטנית של ממברנות תאי זרע ) ממברנת תא, אקרוזום ומיטוכונדריההערכה פלואורסנטית 

       בופרהוסף  תאי זרע משקעילבקצרה,  .( Komsky-Elbaz & Roth 2016 )ממעבדתנוה קודמת שתואר בעבוד

 mTALP 610 סופי של  זריכועד לx25 "בנפח  גימהד . לאחר מכן,לתאים/ מµL  150 של תאי זרע מהולים בבופר 

mTALP פוהוס למשקעסירכוז בצנטריפוגה מחוממת.  העבר µL 133NKM  ו-DAPI  (µL 17  בריכוזמתמיסה 

mg/mL0.1 )  דקות ב  10במשך  הוהדוגמא הודגרC 37º.  לאחר ההדגרה, הדוגמא עברה סרכוז ו µL100 

  של µL 50ו  JC-1  (153 µM)  של PI ,µL 2( mg/mL 0.5 )של  µL 3בנוסף,  .למשקע התאים הוספו  mTALPבופר

)FITC–PSA ( 1 mg/mL   דקות ב  10הוספו. הדוגמא עברה הדגרה נוספת במשךC 37º , 40סורכזה ולמשקע הוספו 

µL  שלmTALP. 

להערכה  של הדוגמא הונחו על גבי זכוכית נושאת, כוסו בזכוכית מכסה ועברו מיד µL 10מתוך המבחנה נלקחו 

, NisElements  (Nikon בעזרת תוכנת , טוקיו, יפן ( NikonEclipse ,TE-2000-u)  פלורסנטי מיקרוסקופ באמצעות

  ופליטה ב  nm 490–450עם ערור ב  ,טוקיו, יפן (DXM1200F  ;Nikonהמצויד במצלמה דיגיטלית ) טוקיו, יפן ( ו

515–565 nm  פלואורסנציה תאים נספרו בכל קבוצת ניסוי וסווגו בהתאם ל 200לפחות  לטר משולש.יבפושימוש

 1.47v ,Wayne) גרסה  Image-j השפעת הטיפולים על התאים נבדקה באמצעות תוכנה  צבען.שנפלטה מכל 

Rasband  ,National Institutes of Health) וספירה ידנית , ארה"ב. 
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 -Aסמנים פלואורסנטים.  4-ב צבועיםתאי זרע של  400Xבהגדלה בעזרת מיקרוסקופ פלואורסנטי  צילום .1איור 
 בסמן  כחולתא זרע צבוע  גרעין  - PI ,DAPI ,1JC- ,FITС-PSA.Bסמנים פלואורסנטים : 4צביעה סימולטנית בעזרת 

DAPI .C-   בסמן  אדום צבוע פגומה ממברנה בעל זרע תאגרעיןPI .D-  ובעל שארית  פגום אקרוזום עםתא זרע
תא זרע העובר ראקציית אקרוזום עם שלפוחית  - FITС-PSA .Eבסמן ירוק אקווטוריאלית של האקרוזום  צבועה

                                   . -1JC תא זרע עם פוטנציאל ממברנת מיטוכונדריה נמוך צבוע ירוק בסמן -Fאקרוזום נשפכת. 
G-  1  בסמן אדום צבוע גבוה מיטוכונדריה ממברנת פוטנציאל עם זרע תאJC-.  =סרגל קנה מידה µM10. 
 
 
 
 תוכנית עבודה .72

 . 1איור סכמטי של תכנית העבודה מוצג באיור 

 ,"שיאון"מ נאספו לכל אחד משני חלקי הניסוי משלושה פרים שונים שלוש דוגמאות זרמהבכל חלק בניסוי, 

והדוגמאות הועברו  ( T0 דגימות נלקחו להערכה  לפני הטיפול ), I. בחלק בבקרוטיפוח החברה להזרעה מלאכותית 

שעות  3( במשך  µM10 או  1)  DACT( או  µM 1או  0.1) ATZ בהקפאה בנוכחות או היעדר  מידית לשימור

לאחר ההקפאה, הדוגמאות הופשרו ודגימות נלקחו (. -) Cº196נשמרו בחנקן נוזלי ב לאחר מכן ו C º 4בטמפרטורת 

מופשרת (.  שאר הדוגמאות נשטפו, ורק תאי זרע בעלי תנועתיות, חיוניים, לאחר תהליך  -להערכה ) זרמה קפואה

"swim up שעות ב  4" הועברו לקפסיטציה למשךCº37 . שעות, הדוגמאות נלקחו  4לאחר ( 4להערכה נוספתT  )

דקות נוספות על ידי הוספת קלציום יונופור. לאחר מכן, בוצעה הערכה לשלמות  20במשך   ARוהושרתה

 האקרוזום.

שעות  3למשך  והדוגמאות הועברו מידית לשימור בהקפאה ( לפני הטיפול T0 נלקחו להערכה ) דגימות ,IIבחלק 

לאחר ההקפאה, הדוגמאות הופשרו ודגימות נלקחו להערכה )  (.-) Cº196ונשמרו בחנקן נוזלי ב   Cº4בטמפרטורת  

"  swim up"מופשרת (. שאר הדוגמאות נשטפו, ורק תאי זרע בעלי תנועתיות, חיוניים לאחר תהליך -זרמה קפואה
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. ( µM 10או  1)  DACTאו  (  µM 1או  0.1)  Z ATבנוכחות או היעדר ,Cº37 שעות ב  4הועברו לקפסיטציה במשך 

דקות נוספות על ידי הוספת קלציום  20במשך   AR( והושרתה 4Tשעות, הדוגמאות נלקחו להערכה נוספת )  4לאחר 

 יונופור. לאחר מכן, בוצעה הערכה לשלמות האקרוזום.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

הניסוי כלל שני חלקים: שלוש דוגמאות זרמה נאספו לכל חלק של ניסוי.  איור סכמטי של תוכנית העבודה. .2איור 

במהלך ההקפאה. בחלק (  1או  µM 10) DACT או (  0.1או  µM  1) ATZ, תאי הזרע הוערכו לאחר שנחשפו ל Iבחלק 

II תאי זרע שהוקפאו והופשרו הוערכו לאחר חשיפתם ל , ATZ(µM  1  0.1או  ) אוDACT  (µM 10  1או )  תאי הזרע .

דקות נוספות של הדגרה בתוספת  20של קפסיטציה ולאחר (  4T) שעות  4,לאחר ( T0 )הוערכו בתחילת הניסוי 

 קלציום יונופור. 

 

 ניתוח סטטיסטי 2.8

 קבוצותההתרכובות או ולא כלל  הצלבת השוואות בין  DACTו  ATZניתוח סטטיסטי בוצע בנפרד עבור ניסויים עם 

          כל הערכים ששימשו לסיווג תאי הזרע בצביעות השונות הומרו לאחוזים ונורמלו ל  בניסויים.שנבחנו השונות 

0 T ( 0זמן) , בחלקI ובחלק  לפני הטיפולII   באמצעות תונים עברו אנליזה הנ בטרם האנליזה. ההקפאהתהליך לפני

הריכוזים,  ובוANOVA מודל  . כמו כן, בוצע( ארה"ב  .NC ,Cary, 2004 ,SAS Institute Inc,) -13JMPהתוכנה 
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 Posthocלאחר מכן ביצענו השוואות  השפעות קבועות והפר כהשפעה אקראית.הזמן והאינטראקציות בניהם היו כ

סטיית תקן של  ±מוצגים כממוצע הנתונים  .Contrast t-test  (  LS-MEANS Student's t-test)בעזרת מבחן 

 0.05ערכי מובהקות בין  נחשבה כמובהקות סטטיסטית. P< 0.05עבור כל הנתונים, רמת מובהקות של   .הממוצעים

 .פרים 3 זרמה מחלקי הניסוי השתמשנו ב שניכל חלק מבדווחו כנטייה למובהקות. 0.1ו
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 . תוצאות 3

 רמהזשימור בהקפאה על ה תהליךו של השפעת 3.1

 6.7  -ו  3.5% ± 12.3) כמות תאי הזרע המתים בהשוואה לזרמה טרייהב 6% נמצא הפרש של כהקפאה התהליך ב

אם זאת לא ניתן להתעלם מהחשיבות , מובהקות סטטיסטית נתון זה לא היה בעל .( A1; גרף , בהתאמה1.5% ±

 הפיזיולוגית.

 0.003 ± 0.01נמוך יותר נצפה לאחר הקפאה בהשוואה לזרמה טרייה ) ( ΔΨm ) פוטנציאל ממברנת מיטוכונדריה 

 . (P < 0.1)עם נטייה למובהקות  ( B 1;גרף, בהתאמה0.01 ± 0.1  -ו

          , בהשוואה לזרמה טרייהגבוהים משמעותית לאחר הקפאה באחוזיםספונטנית התרחשה אקרוזום  ריאקצית

 (. C1גרף  ;P < 0.05 ,, בהתאמה3.9% ± 9.3  -ו 1.1% ± 20.4 )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  AndroMedהוקפאה לאחר הוספה של מדיום הקפאה  הזרמה הקפאה על תאי הזרע.ההשפעת תהליך . 1גרף 

(Minibut  ) שעות ב  3: קירור במשך . תהליך ההקפאה בוצע בשלושה שלבים1:1ביחס שלC º 4 הקפאה באדי ,

לפני  שעות לפחות 24למשך  (-) C º196דקות והקפאה בחנקן נוזלי ב  10למשך ( -) C º140-130חנקן נוזלי ב 

 -PI .Bחיות תאי הזרע נבדקה בעזרת סמן פלואורסנטי  -Aטרם הערכתה.  C º37 ב הזרמה הופשרה ההערכה.

תאי זרע ומוצג כיחס ממוצע של  JC-1נבדק בעזרת סמן פלואורסנטי (ΔΨm) ריה כונדפוטנציאל ממברנת מיטו

. FITC-PSAנבדקה בעזרת סמן פלואורסנטי  C - ARאדום) פוטנציאל גבוה (/ ירוק ) פוטנציאל נמוך (.הצבועים 

 תאים 200לפחות ו דוגמאות 3חושבו עבור ו ת תקן של התאים המוערכיםשגיא±ממוצעאחוז הנתונים מוצגים כ

 .בכל קבוצת ניסוי
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 הזרמהבמהלך ההקפאה על   DACTאו ל  ATZהשפעת חשיפה ל 3.2

( במהלך ההקפאה העלתה את כמות תאי הזרע  µM 10או  1)  DACT( או ל  µM 1או  0.1)  ATZחשיפת זרמה ל 

 ± 6.8( בהשוואה לביקורת ) A 2גרף ;, בהתאמה3.2% ± 9.8  -ו 4.7% ± 11.4,  5.4% ± 12.6 , 6.9% ± 10.6המתים )

 . ( P < 0.09 )(, עם נטייה למובהקות   0.9%

של התאי הזרע שנחשפו במהלך ההקפאה  ΔΨm -העלתה משמעותית את ה µM 10או  1בריכוז   DACTחשיפה ל 

 (.  B2; גרף P < 0.03בהתאמה,  ,0.01 ± 0.01לעומת  0.02 ± 0.1או   0.01 ± 0.1בהשוואה לתאי הזרע שלא נחשפו )

 .( C2) גרף  במהלך ההקפאהDACT או  ATZספונטנית לא הושפעה משמעותית כתוצאה מחשיפה ל   ARבנוסף, 

בהשוואה  µM 1בריכוז  DACTהייתה נמוכה יותר לאחר חשיפה ל  מושרית ע"י קלציום יונופור AR לעומת זאת,

 (. C2; גרף   P < 0.05, בהתאמה3.3% ± 12.2לעומת    1.7% ± 8.3)לביקורת 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

במהלך תהליך תאי הזרע נחשפו  .במהלך ההקפאה על הזרמה DACT או ל  ATZהשפעת חשיפה ל .2גרף 

לאחר ההפשרה  .DMSOבממס  שהומסו, µM10 או  1בריכוז  DACTאו ל   µM 1או  0.1בריכוז  ATZההקפאה ל 

 20בריכוז נעשתה בעזרת הדגרה של תאי הזרע עם קלציום יונופור AR. השריית שעות 4תאי הזרע הודגרו במשך 

µM   דקות נוספות. 20למשךA -  חיות תאי הזרע נבדקה בעזרת סמן פלואורסנטיPI  .B-  פוטנציאל ממברנת
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            ומוצג כיחס ממוצע של תאי זרע הצבועים אדום JC-1נבדק בעזרת סמן פלואורסנטי ( ΔΨm ) מיטוכונדריה 

. הנתונים מוצגים FITC-PSAנבדקה בעזרת סמן פלואורסנטי  C-  AR) פוטנציאל גבוה (/ ירוק ) פוטנציאל נמוך (. 

תאים נבדקו בכל קבוצת  200לפחות דוגמאות.  3תקן של התאים המוערכים וחושבו עבור  שגיאת±כאחוז ממוצע

 . ניסוי

 

 על הזרמה והפשרה הקפאה  לאחר  DACTאו ל  ATZהשפעת חשיפה ל 3.3

     העלתה את כמות תאי זרע המתים בהשוואה לביקורת  µM 1בריכוז  ATZחשיפת זרמה שהוקפאה והופשרה ל 

 (. A3גרף  ; P < 0.05,, בהתאמה1% ± 6.1לעומת   4.3% ± 14.1) 

) גרף  על זרמה קפואה שהופשרה DACTאו  ATZלאחר חשיפה ל   ΔΨm -ו ARלא נצפתה השפעה משמעותית על 

B3 ,C3 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

שנשמרה בחנקן נוזלי זרמה  .לאחר הקפאה והפשרה על הזרמה DACT או ל  ATZ. השפעת חשיפה ל3גרף 

  µM 1או  0.1בריכוז   ATZשעות עם 4במשך לפחות והופשרה. לאחר ההפשרה תאי הזרע הודגרו  שעות 24 למשך
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נעשתה בעזרת הדגרה של תאי הזרע עם  ARהשריית  .DMSOבממס  , שהומסוµM10 או  1בריכוז  DACTעם או 

  . PIחיות תאי הזרע נבדקה בעזרת סמן פלואורסנטי  -Aדקות נוספות.  20למשך   µM 20בריכוז קלציום יונופור

B-  פוטנציאל ממברנת מיטוכונדריה ( ΔΨm ) נבדק בעזרת סמן פלואורסנטיJC-1  ומוצג כיחס ממוצע של תאי זרע

. FITC-PSAנבדקה בעזרת סמן פלואורסנטי  C-  AR) פוטנציאל גבוה (/ ירוק ) פוטנציאל נמוך (.  הצבועים אדום

תאים  200לפחות דוגמאות.  3תקן של התאים המוערכים וחושבו עבור  שגיאת±כאחוז ממוצעהנתונים מוצגים 

 . נבדקו בכל קבוצת ניסוי
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 דיון . 4

רלוונטיים אקולוגית,  , בריכוזיםDACTוהמטבוליט הראשי שלו ATZ האם קוטל העשבים  נובח הנוכחיבמחקר 

אפקט כלומר, ימור בהקפאה עצמו ) בעלי השפעה מזיקה על איכות תאי הזרע ממקור בקר, בנוסף לתהליך שהינם 

, בני אדםב .( Gürler et al. 2016 ) ממברנות תאי הזרענזק להקפאה כשלעצמו ידוע כגורם התהליך  (.מתווסף

 . in-vitro( Schuppe & Schill 2004  ) חומרי הדברה ידועים כפוגעים ביכולת ההפריה של תאי זרע 

יה במערכת מין הנקבית. כהוכחה לכך, חשיפת תאי זרע לכימיקלים סביבתיים יכולה לקרות בזמן תהליך קפסיטצ

EDCs בריר צוואר הרחם ובנוזל הזקיק ת מין הנקבית,ככגון דיאוקסינים נמצאו בנוזלי מער  ( Tsutsumi et al. 

על הישרדות תאי הזרע  שלילית היה בעל השפעה µM1 בריכוז  ATZבהתחשב בכך, במחקר הנוכחי, רק . ( 1998

נקבית בריכוזים הת מין כנמצאים במער EDCsממצא זה בעל רלוונטיות כאשר ו ייתכן לאחר ההפשרה.

 ידוע. המשמעותיים. למרות זאת, השפעת חומרי הדברה על עמידות תאי זרע להקפאה אינ

 

 Yoon) סטרס אוסמוטי או חמצוני ו בזמן תהליך ההקפאה, תאי זרע חשופים לשלל גורמי סטרס ובניהם עקת קור

et al. 2015 ) כפי שידוע כבר, שימור בהקפאה פוגע בחיות תאי זרע, מעודד תגובת .AR  ספונטנית, משנה פעילות

הממצאים . (Treulen et al. 2018 )  ויכול להוביל לירידה בשרידות, תנועתיות ותפקוד תאי זרע המיטוכונדרי

, הידועות כאתר עיקרי לפגיעה בעקבות ההקפאה במחקר הנוכחי קושרים שינויים אלו בפגיעה בממברנות תא הזרע

 ( Sieme et al. 2015). מדגם  על אישוש צריכים אלה ממצאים, שהתקבלה והמגמה הפיסילוגית החשיבות לאור 

 .יותר גדול

 

נמצאים בקורלציה לרגישות תאי הזרע לתהליכי הקפאה  ההפלסמת של ממברנ הביופיזיקליותהמבנה והתכונות 

ת מחקרים קודמים ממעבדתינו, סיפקו עדויות כי ממברנ בנוסף לכך, .(Yeste,2016; Bailey, 2000 ) והפשרה 

  &  B1 ( Komsky-Elbaz  , ואפלאטוקסיןATZ ,DACTבעלת רגישות גבוהה למזהמים סביבתיים כגון  ההפלסמ

Roth 2016; Komsky-Elbaz et  al., 2018).  במחקר הנוכחי, אנו מדווחים על אפקט מתווסף של פגיעה בחיוניות

. אפקט משמעותי נצפה כאשר תאי זרע נחשפו למזהמים אלו בזמן DACTאו  ATZתאי הזרע כתוצאה מחשיפה ל 

לאחר תהליך  ATZ לריכוזים גבוהים יותר שלאפקט מינורי נצפה כאשר תאי זרע נחשפו  תהליך ההקפאה.

, אפילו בריכוזים נמוכים, פוגעת בעמידות EDCההקפאה וההפשרה. מכאן, ניתן להניח כי חשיפה של תאי זרע ל 

 להקפאה ובחיוניות התאים.

הממברנה המיטוכונדריאלית בעלת רגישות גבוהה לסטרס. מחקרים קודמים מצאו כי חשיפה של תאים סומטיים 

 ΔΨmמשפיעות על  (  Kadenbach et al. 2004 ;  Carlson et al. 1999) כגון תרכובות אורגנו פוספטים EDCל 
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גורם דהפולריזציה  alachlorבנוסף, חומר הדברה  טוכונדריאלית.פולריזציה של הממברנה המיבהיפרהמתבטא 

 .( Ouchchane et al. 2007 )במיטוכונדריה של תאי זרע הומניים 

מעלה יחס תאי זרע  µM 10או  1בריכוז  DACTבמחקרים קודמים ממעבדתנו, דיווחנו כי חשיפה של תאי זרע ל 

תאי הזרע  ΔΨm.  במחקר הנוכחי, היפרפולריצזיה של (  Komsky-Elbaz & Roth 2016)גבוה במיוחד  ΔΨmעם 

רפולריזציה זמנית של הממברנה המיטוכונדריאלית פהי במהלך תהליך ההקפאה. DACTנצפתה לאחר חשיפה ל 

 .Kadenbach et al. 2004 ; Hüttemann et al)יכולה להוביל לעליה ביצור רדיקלים חופשיים ואפופטוזיס התא 

2008  ). 

 מתוך כלל המבנים הבונים את תא הזרע, המיטוכונדריה נחשבת לרגישה ביותר לתהליך ההקפאה 

 ( Treulen et al. 2018) במחקר הנוכחי, חשיפה ל .ATZ  אוDACT  לאחר הקפאה והפשרה לא השפיעה עלΔΨm  .

השראת עקה כתמיכה בהנחה זו, . DACTאו  ATZרע ששרדו את תהליך ההקפאה עמידים יותר ל זיתכן כי תאי 

זרמה בהקפאה  לפני ההקפאה, נמצאה בעלת אפקט מגן על שיפור µM 1קלה בעזרת חנקן חמצני   חמצונית

ופעילות  הפלסמה תממברנבעקבות העלאת עמידות התאים לעקה. התאים היו בעלי חיוניות, תפקוד 

כי במחקר הנוכחי, תהליך ההקפאה עצמו  ייתכןאי לכך,  .( Sharafi et al. 2015 ) מיטוכונדריאלית גבוהים יותר

או  ATZשימש כעקה ותאי הזרע ששרדו תהליכי הקפאה והפשרה, התמודדו טוב יותר עם החשיפה העוקבת ל 

DACT. .אף על פי כן, בכדי לאמת הנחה זו, יש צורך בביצוע ניסויים נוספים עם מספר רב יותר של דגימות 

. הימצאות שלפוחית אקרוזום EDCע על ידי תהליך הקפאה או חשיפה ל ממברנות האקרוזום יכולות גם כן להיפג

                                       שלמה הכרחית לצורך חדירת תא הזרע לביצית ובכך לשפר את הסבירות להפריה מוצלחת 

( Srivastava et al.  2013 ).  זרמה עם שיעור גבוה שלAR  להיות בעלת יכולת הפריה נמוכה  עלולהספונטני

(2012Wiser et al.  ).  במחקר הנוכחי, שיעור תאי זרע עםAR  ספונטני לא הושפע עקב חשיפה לATZ  אוDACT 

מושרית באמצעות קלציום יונופור, היה נמוך  ARשיעור תאי הזרע שעברו במהלך או לאחר ההקפאה. מנגד זה, 

במהלך ההקפאה. במהלך תהליך ההקפאה, עקת קור פוגעת בחדירות הסלקטיבית  DACTיותר לאחר חשיפה ל 

, מה שגורם לעלית בכניסת הסידן לתוך התא המהווה טריגר (Bailey 2000 ) של ממברנות תא הזרע לסידן 

מצאים שלו מראים השפעה של נזק מתווסף של הקפאה . המ(  Yoon et al. 2015)ספונטנית  ARלקפסיטציה ו 

העתידי של תא  ההפריהשינויים אלו יכולים לפגוע בפוטנציאל על שלמות ממברנות האקורוזום.   EDCוחשיפה ל

 . AR לאחר הקפאה והפשרה, לא השפיעה על DACTאו  ATZ הזרע. למרות זאת, חשיפה של זרמה ל 
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 מסקנות. 5

 ATZ  זו התבצעו שני ניסויים בלתי תלויים על מודל מצומצם על מנת לבחון היתכנות של השפעת  בעבודה

פוגע בפוטנציאל  DACTשלו לפני ואחרי ההקפאה. במודל אשר בחן חשיפה לפני ההקפאה נמצא כי  והמטבוליט

. אה פוגעת באיכותםממברנת המיטוכונדריה וראקציית האקרוזום המושרית, כלומר, חשיפה של תאים לפני ההקפ

הקפאה העל תהליך  DACTו  ATZכגון  EDCאפקט מזיק מצטבר של  ציגלמיטב ידיעתנו, זהו מחקר ראשון המ

 של משמעותית השפעה נצפתה לא, והפשרה הקפאה לאחר תאים של חשיפה בחן אשר השני במודל. הזרע תאישל 

 ושרדה  והופשרה שהוקפאה שזרמה כך על מצביעות אלו ראשוניות תוצאות, מכאן. הזרע תאי איכות על המזהמים

 של יותר טובה עמידות על להעיד יכולים אלו כל. סביבתיים עקה לגורמי רגישה פחות הנראה ככל, אלה תהליכים

 על להיבדק להמשיך צריך זה מחקר כיוון. בבקר מלאכותית הזרעה בזמן והופשרה בהקפאה שומרה אשר זרמה

  .יותר גדול מדגם

 

הינו במהלך ולאחר תהליך ההקפאה   DACTאו  ATZ מחקר זה, המתמקד באיכות תאי הזרע כתוצאה מחשיפה ל

שניהם תחומים בעלי ערך גדול מאוד  .בעל רלוונטיות לפוריות הבקר ולכן בעל חשיבות עליונה לתחום בקר לחלב

רלוונטי גם לפוריות האדם, מכיוון שניתן  להיות יכוללחקלאות בעולם ובפרט בישראל.  נוסף על כך, מחקר זה 

הזכר הן בבעלי החיים והן בבני  פוריות ב ובהבנת הירידהלהתייחס לפר כחיית מודל ליונקים, בניהם האדם, 

 .האדם
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 הבעת תודה .6

 :ברצוני להודות

 עבודה זו.אורך ביצוע וכתיבת הנחייתו ותרומתו ל הליווי הצמוד, לפרופ' צבי רוט עלתודה מיוחדת 

 והנחיה בכתיבת העבודה. , הליוויםיקומסקי אלבז על העזרה בביצוע הניסוי האליסלדר' 

 עזרתו כחלק מצוות המעבדה.למוטי סקציאר על 

 ל"שיאון" על העזרה ושיתוף הפעולה.
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