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Summary

The aim of this review was to present different techniques for examining semen and improving its quality.
High quality of semen is a critical factor for successful mating and artificial insemination. There are many
traditional methods of examining semen, which were used for decades in the 20™ century to select the most
valuable males. Parameters such as spermatozoa motility, concentration and morphology were examined with
the microscope. More advanced methods included Computer-Assisted Sperm Analysis, flow cytometry and
Motile Sperm Organelle Morphology Examination. Today, however, examination alone is not enough. The
aim is to improve the quality of semen and thus increase pregnancy rates. This review focuses on innovative
techniques of selecting spermatozoa, primarily the non-standard and uncommon nanotechnology. This novel,
but relatively easy, method makes it possible to selectively purify semen of apoptotic sperm cells and improve
the vitality of sperm cells by antioxidative activity, as well as to sort spermatozoa X and Y.
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Doktadne badanie nasienia jest podstawa oceniania
przydatnosci samcow do rozrodu (28) oraz jednym
zkluczowych etapow efektywnej sztucznej inseminacji,
a wysoka jakos$¢ nasienia to obecnie istotny element
wplywajacy na poprawe efektow reprodukcyjnych
u zwierzat (6).

Tradycyjne metody badania nasienia

Do standardowych, konwencjonalnych metod oceny
jako$ci nasienia naleza: badanie makroskopowe, orga-
noleptyczne, gdzie oceniana jest objetos¢ ejakulatu, jego
barwa, konsystencja, zapach oraz pH w zalezno$ci od
gatunku (28), a takze podstawowe, rutynowe badanie
mikroskopowe (9) obejmujace: ocene koncentracji plem-
nikéw — metodg cytometryczng (29); ocene ruchliwosci
plemnikéw na ogrzanym stoliku Bloma lub szkietku
podstawowym (29) oraz ustalenie odsetka plemnikow
poruszajacych si¢ ruchem progresywnym w stosunku
do ogotu plemnikow ruchliwych (20); ocene morfolo-
giczng, na ktorg sktada si¢ okreslenie procentowe;j licz-
by komorek z nieprawidtowa budowa (7, 19, 20); oraz
okreslenie odsetka plemnikow martwych po wykonaniu
rozmazu barwionego eozyna i nigrozynag (10). W ostatniej
z wymienionych metod ustalany jest procentowy udziat
plemnikow z zabarwionymi glowkami, klasyfikowanych
jako martwe. Niewybarwione plemniki, analogicznie,

sa w tym przypadku uznawane za zywe. Jedng z metod
oceny zywotnosci plemnikow jest rowniez test hipoosmo-
tyczny (HOS), czyli test pecznienia witki plemnikowe;.
Jest on testem opartym o zasadg potprzepuszczalnosci
btony komorkowej w nieuszkodzonej (zywej) komorce
plemnikowej. W tescie HOS tylko plemniki zywe, czyli
z nieuszkodzonq polprzepuszczalng btong komérkowa
beda pecznie¢ w Srodowisku hipotonicznym (18, 25).
Powyzszy sposob postepowania z uzyskanym eja-
kulatem dostarcza podstawowych informacji na temat
wartos$ci hodowlanej danego osobnika 1 przez wiele lat
pozwalat wybra¢ samca reproduktora o potencjalnie
najlepszej wydajnosci rozrodczej. Tradycyjne meto-
dy badania pozyskanego ejakulatu z wykorzystaniem
mikroskopii $wietlnej, pomimo swojej uniwersalnosci
1 mozliwos$ci wielokrotnego wykorzystania w praktyce
sa przy obecnych wymogach produkcyjnych niewystar-
czajace. Przede wszystkim ich znaczng wada jest brak
obiektywizmu oraz precyzji (26), jak rowniez nie w kaz-
dym przypadku mozna za ich pomocg wykry¢ obnizong
ptodnos¢ (9, 14, 27). Coraz powszechniejsze uzycie
technik wspomaganego rozrodu, takich jak zaptodnienie
in vitro lub transfer zarodkéw we wspotczesnych stadach
zwierzat gospodarskich (13), wymaga stosowania nasie-
nia o bardzo wysokiej jakosci (9), w przeciwnym razie
hodowca ponosi znaczne straty z powodu niewystarcza-
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jacej liczby ciaz (27). Warto rowniez dodaé, ze nasienie
uzywane w wyzej wymienionych technikach zwykle
jest uprzednio chtodzone badz mrozone i rozmrazane,
co znacznie wplywa na przezywalno$¢ oraz zywotnos¢
plemnikow.

W wielu laboratoriach obecnie uzywane sg réwniez
bardziej zaawansowane metody badania nasienia.
Tradycyjny mikroskop $wietlny coraz czeSciej zaste-
powany jest bardziej zaawansowanym kontrastowo-fa-
zowym, ktory umozliwia obserwacj¢ komorek bez po-
trzeby barwienia kontrastowego. W wielu laboratoriach
wykorzystywana jest takze komputerowo wspomagana
analiza jakosci nasienia (CASA). Parametry takie jak
koncentracja, morfologia czy ruchliwo$¢ plemnikéw
mozna za jej pomocg zbada¢ komputerowo w znacznie
szybszy i bardziej precyzyjny sposob, redukujac przy tym
margines btedu (1, 2). CASA pozwala réwniez na okresle-
nie dodatkowych parametrow, takich jak m.in. szybko$¢
ruchu plemnikow, ruch w linii prostej, linii zakrzywione;j
czy amplitude bocznych wychylen gtowki (1, 2).

Do kolejnych, bardziej szczegétowych sposobow
wykrywania wad w komorkach plemnikowych naleza:
badanie morfologiczne organelli plemnika (MSOME),
ktore pozwala na doktadng analizg jadra komorkowego,
akrosomu, cytoplazmy, a przede wszystkim liczby i wiel-
kosci wakuol (23) czy badania 1ntegralnosc1 chromatyny.
Stopien defragmentacp chromatyny mozna zbada¢ wy-
konujac m.in. test TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labelling) uzywajac cytometrii
przeptywowej (26) czy test SCD (Sperm Chromatin
Dispersion) polegajacy na wyizolowaniu chromatyny lub
jej fragmentéw poprzez poddanie komorek denaturacji
kwasowej oraz lizie biatek jadrowych (15). Po wybarwie-
niu preparatu w plemnikach z prawidlowa integralnoscia
DNA obserwuje si¢ charakterystyczng otoczke, tzw. halo,
ktoéra zanika wraz ze wzrostem stopnia defragmentacji
materiatu genetycznego.

Metody poprawiajace jakoS¢ nasienia

Wspotczesnie pojawia si¢ coraz wigcej badan doty-
czacych znacznie bardziej nowatorskich 1 innowacyj-
nych metod, ktore wykorzystywane sg w postepowaniu
z nasieniem stosowanym w technikach wspomaganego
rozrodu (ART) zaréwno u zwierzat, jak 1 u ludzi. Metody
te bazuja nie tylko na samej ocenie nasienia i stwierdze-
niu na jej podstawie potencjatu reprodukcyjnego, ale
przede wszystkim dajag mozliwo$¢ wyselekcjonowania
najbardziej pozadanych gamet, najczesciej tych najlep-
szych jako$ciowo. Do takich metod mozna zaliczy¢ m.in.
metode swim-up, ktdra polega na umieszczeniu uptynnio-
nego nasienia w probowce, pokryciu specjalnym medium
hodowlanym oraz odwirowaniu i inkubacji (5). Medium
bedace gérng warstwa dostarcza plemnikom substancji
odzywczych, przez co prawidtowe oraz ruchliwe komorki
migrujg w gore. O ile sposob ten z powodzeniem jest
stosowany u ludzi, tak nie zawsze sprawdza si¢ w maso-
wej reprodukcji zwierzgeej. Jak podajg Sutovsky i wsp.,
w przypadku np. bydta metoda swim-up jest zbyt dugo-
trwala przy jednoczesnie niewielkiej objetosci uzyskane-
g0 eJakulatu (27). Alternatywnymi technikami selekcji sa
rowniez metody: swim-down, gdzie w przeciwienstwie
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do swim-up warstwa medium znajduje si¢ w probowce
ponizej warstwy nasienia, co pozwala ruchliwym plemni-
kom naturalnie migrowac; metoda filtracji szklang wata,
w ktorej ruchliwe plemniki oddzielane sg od nieruchli-
wych, ale rowniez od leukocytow i zanieczyszczen; czy
wirowanie w gradiencie gestosci, po wykonaniu ktorego
plemniki tworzg warstwy w probéwce w zalezno$ci od
ich gestosci. Dojrzate 1 prawidlowe komorki, jako wyka-
zujace wicksza gestos¢, ukladaja sie w warstwe najnizej
potozong (5).

Nanopuryfikacja nasienia

Powyzsze techniki w znacznym stopniu poprawiaja
jako$¢ nasienia, ale warto rowniez mie¢ na uwadze ich
wady, takie jak: duzy koszt, praco- i czasochtonnos$¢ czy
zmniejszenie koncentracji uzyskanej dawki (12). Jednym
z bardziej niestandardowych, a jednoczes$nie obiecuja-
cych sposobow poprawy jakosci nasienia jest metoda
z wykorzystaniem nanotechnologii. Nanoczasteczki to
czastki materii o umownej wielkosci od 1 do 100 nm.
Dzigki tak matym rozmiarom zwigzki chemiczne w na-
noskali osiagaja duzy stosunek powierzchni do objgtosci
(12), co moze pozwoli¢ na zmiang ich wlasciwosci fi-
zycznych oraz chemicznych (17). Pojedyncza nanocza-
steczka zwykle ma budowe warstwowa, na ktora sktada
si¢ kilka réznych zwigzkow chemicznych. Podstawa
tej budowy jest centralny rdzen ztozony z np. tlenku
metalu, metalu szlachetnego badz polimeru oraz jedna
lub dwie optaszczajace go powtoki zewnetrzne majace
odmienny od rdzenia sktad chemiczny. Rodzaj zwigzku
chemicznego tworzacego rdzen odpowiada za wiasci-
wosci nanomolekuly, a z kolei najbardziej zewnetrzna
powtoka umozliwia przytaczanie substancji organicznych
(17). Te unikalne cechy nanoczasteczek pozwalajg na
ich szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach, migedzy
innymi produkcji zwierzecej zar6wno w zakresie przemy-
shu spozywczego, jak i bardziej w kierunku zwigzanym
zmedycyna, w szczegolnosci rozrodem (17). Co wiqcej,
zaleta stosowania tej metody jest niewatpliwie nizszy
koszt czy brak konieczno$ci posiadania specjalistycznego
sprzgtu, co ma miejsce przy korzystaniu z cytometrii
przeplywowe;.

Nanoczasteczki coraz szerzej wykorzystywane sg
w badaniach nad nasieniem 1 jego wilasciwos$ciami.
Jednym z zastosowan nanoczasteczek w zakresie roz-
rodu oraz andrologii jest mozliwo$¢ nanooczyszczania
(nanopuryfikacji) nasienia, czyli selektywnego usuwania
martwych i uszkodzonych plemnikow (3, 14). Sposob
oddzielania plemnikow o prawidtowej morfologii 1 fi-
zjologii od nieprawidlowych oparty na zjawisku ma-
gnetyzmu oraz dzialaniu specyficznych biomarkeréw
— lektyn 1 biatka ubikwityny — zostat opracowany przez
Clemente Associates (Madison, CT, USA). W procedurze
tej wykorzystano nanoczgsteczki tlenku zelaza (Fe,0,)
oplaszczone przeciwcialami anty-ubikwitynowymi
oraz lektynami pochodzenia roslinnego: PNA (Peanut
agglutinin) i PSA (Pisum sativum agglutinin) majacymi
powinowactwo do plemnikdéw z obecng przedwczean
reakcjg akrosomalng (9, 27) Ubikiwtyna réwniez stuzy
tu jako biowskaznik, jako ze jest biatkiem obecnym na
powierzchni zdegenerowanych akrosomow, jak rowniez
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plemnikow z innymi nieprawidtowo$ciami w obrebie glo-
wek lub witek. Dzigki tym wlasciwosciom magnetyczne
nanoczasteczki tlenku zelaza taczg si¢ z martwymi lub
apoptotycznymi komorkami, a doktadnie ze zwigzang
z nimi ubikwityna, oddzielajac plemniki z defektami od
prawidtowych (9, 27), co pozwala na uzyskanie dawki
nasienia bogatej jedynie w zywe plemniki i poprawe
wspotczynnikow  zapfadnialnosci. Pozytywne efekty
nanooczyszczania plemnikow wykazaty badania Feugang
1 wsp. na trzodzie chlewnej (14). Nanopuryfikacja
nasienia data skutek w postaci lepszych parametrow
ruchliwosci plemnikow oraz wigkszego odsetka cigz
u loch inseminowanych oczyszczong dawka ejakulatu.
Co istotne, nie wykazano ujemnych skutkow w zakre-
sie postnatalnego rozwoju prosiagt pochodzacych z ciaz
z grupy badawczej w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Podobne badania wykonywano rowniez na koniach (21)
i bydle domowym (9, 22), gdzie, jak wyzej, wskaznik
zapladnialno$ci u samic inseminowanych nasieniem
po nanopuryfikacji byt wyzszy. Z kolei proba z trzoda
chlewna wykonywana przez Durfey et al. (11) wyka-
zala zwiekszong ruchliwos$¢ plemnikow pochodzacych
Z oczyszczonego nasienia, jednak bez uchwytnych zmian
w zywotnosci plemnikow oraz zaptadnialno$ci samic.

Oproécz oczyszczenia nasienia z wadliwych plemni-
koéw, szczegdlng zaletq nanoczastek jest ich dziafanie
antyoksydacyjne, jak rowniez znajdujg one zastosowanie
jako sortery plemnikéw, oddzielajac komorki z chromo-
somem X od tych posiadajacych chromosom Y, najcze-
$ciej mniej pozadanych. Badania w zakresie sortowania
plemnikéw zostaty przeprowadzone Ramirez Castex
1 wsp. (24) na ogierach oraz przez Dominguez i wsp. (8)
na ostach. Pomimo braku wykazanych roznic w zakresie
zywotnosci plemnikow w grupie badawczej i kontrolne;,
efekty sortowania komorek zakonczyty sie sukcesem.
W ejakulatach poddanych dzialaniu magnetycznych
nanoczgsteczek otrzymano S$rednio 90% plemnikow
z chromosomem X, co moze w przyszlosci stanowié
cenng alternatywe dla cytometru i zwigzanych z nim
ograniczen, takich jak koszt czy czasochtonnos¢ (8).

Pozytywne rezultaty w zakresie sortowania plemni-
kéw a takze oznaczania wybranych sekwencji DNA,
znakujqc tym samym uszkodzone plemniki, wykazano
rowniez wykorzystujac nanoczqsteczkl ztota. Badania
zostaly przeprowadzone na nasieniu buhajow (4 16),
gdzie postuzono si¢ nanoczasteczkami ztota sprz¢zonymi
z odpowiednimi ligandami.

Podsumowujac osiagnigcia wspotczesnej nauki w za-
kresie nanotechnologii nalezy stwierdzi¢, ze pomimo
r6znorodnos$ci proponowanych technologii i opracowa-
nych metod w celu poprawy efektow reprodukcyjnych
w procedurach in vivo i in vitro, metody z uzyciem nano-
czasteczek staty si¢ niewatpliwie przelomem w procesach
rozrodczych u ludzi 1 zwierzat.
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