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Artyku³ przegl¹dowy Review

Istniej¹ liczne metody parametrycznej oceny plem-
ników stosowanych w celu okre�lenia potencja³u roz-
rodczego samców wielu gatunków ssaków. Klasycz-
n¹ metod¹ oceny p³odno�ci jest mikroskopowe bada-
nie liczebno�ci, ruchliwo�ci, ¿ywotno�ci i morfologii
plemników. Metoda ta jednak pozwala na analizê sto-
sunkowo niewielkiej populacji plemników, co nega-
tywnie wp³ywa na warto�æ statystyczn¹ wyników (17).
Powszechnie stosowane metody laboratoryjne obrazuj¹
wyniki w sposób niejednoznaczny oraz s³abo skorelo-
wany ze zdolno�ci¹ plemników do zap³odnienia (20).
Wa¿nym udoskonaleniem metod opartych na pomia-
rze konwencjonalnych parametrów by³o wprowadze-
nie analizy wspomaganej komputerowo (CASA � com-
puter assisted semen analysis) (10, 44). Dodatkowo
o ograniczonej przydatno�ci metod oceny cech mor-
fologicznych plemników stanowi fakt, ¿e czê�æ zabu-

rzeñ plemników, jak uszkodzenia DNA, upo�ledzaj¹-
cych ich zdolno�æ do zap³odnienia nie wp³ywa na
parametry okre�lane za pomoc¹ tradycyjnych technik,
a wiêc wykrycie ich wymaga zastosowania innych
metod (19).

W celu uzyskania bardziej miarodajnych wyników
stosuje siê szereg analiz funkcjonalnych okre�laj¹cych
w warunkach in vitro zdolno�æ plemników do pene-
tracji os³onki przejrzystej i fuzji z oocytem. Zalet¹ tych
metod jest fakt, ¿e uwzglêdniaj¹ one szereg oddzia³y-
wañ i przemian poprzedzaj¹cych zap³odnienie zacho-
dz¹cych w drogach rodnych samicy (1, 43).

Z³o¿ono�æ procesów, jakim podlegaj¹ plemniki
w drogach rodnych samicy, utrudnia opracowanie jed-
nej optymalnej metody, daj¹cej wyniki wysoko skore-
lowane ze zdolno�ci¹ rozrodcz¹ samca i jednocze�nie,
w przypadku upo�ledzenia p³odno�ci, wskazuj¹ce na
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The development of assisted reproduction methods requires the application of techniques for the assess-
ment of sperm quality of animals kept for breeding purposes. At present there are a number of methods
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to the large number of factors inf1uencing the maturation and capacitation of sperm and the complexity of
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analysis even more difficult. In order to achieve more reliable results, a number of functional analyses are
applied, such as flow cytometry, sperm-zona binding tests, HZA and SPA tests. Other such methods include
the evaluation of apoptosis and DNA damage as well as acrosome reaction assessment and the use of the
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A detailed analysis of the stages by which sperm acquires the ability to fertilize an egg is not only essential
for the evaluation of sperm quality, but it is also a source of valuable information on molecular and cellular
mechanisms of the fertilization process, some aspects of which still remain elusive.
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jej pod³o¿e (34). Poni¿sze opracowanie ma na celu
przegl¹d wybranych metod pozwalaj¹cych oceniæ pa-
rametry plemników, istotne z punktu widzenia ich zdol-
no�ci do zap³odnienia.

Zastosowanie cytometrii przep³ywowej
Istotnymi kryteriami, jakie powinna spe³niaæ meto-

da, s¹: powtarzalno�æ wyników, ³atwo�æ standaryzacji
i optymalizacji procedury, wzglêdnie niska cena i mo¿-
liwie wysoka warto�æ diagnostyczna oraz ³atwo�æ
i szybko�æ wykonania (19, 42).

W konwencjonalnych badaniach parametrów nasie-
nia wykorzystuje siê cytometriê przep³ywow¹. Bada-
nia te pozwalaj¹ na jednoczesn¹ analizê wielu para-
metrów. Cecha ta jest niezwykle istotna w przypadku
badania nasienia, jako ¿e zdolno�æ do zap³odnienia
zale¿y od wielu czynników. W�ród tych czynników
istotn¹ rolê odgrywaj¹: integralno�æ b³ony i chroma-
tyny, zdolno�æ do przej�cia reakcji akrosomalnej, funk-
cjonalno�æ mitochondriów oraz ¿ywotno�æ i liczebno�æ
plemników (36). Cytometryczne badania parametrów
nasienia maj¹ znaczn¹ przewagê nad badaniami opar-
tymi na wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjne-
go. S¹ dok³adniejsze, zautomatyzowane i dziêki temu
pozwalaj¹ na znaczne przyspieszenie procedury oraz
ocenê wiêkszej liczby komórek w znacznie krótszym
czasie. Cytometria przep³ywowa pozwala na znaczne
ograniczenie wp³ywu �czynnika ludzkiego� na jako�æ
wyników.

W ci¹gu kilku minut cytometr dostarcza danych na
temat wszystkich subpopulacji badanej próby, co czy-
ni go doskona³ym narzêdziem do badañ heterogennych
populacji plemników. Za pomoc¹ cytometrii przep³y-
wowej ocenia siê takie parametry nasienia, jak: liczeb-
no�æ, ¿ywotno�æ, integralno�æ chromatyny, akrosomu
oraz b³on mitochondrialnych, proces kapacytacji oraz
p³ynno�æ b³ony. Wybór fluorochromu zale¿y od bada-
nego parametru oraz d³ugo�ci fali wzbudzenia dostêp-
nej w danym cytometrze. �ród³em �wiat³a w wiêkszo-
�ci cytometrów jest laser emituj¹cy �wiat³o o okre�lo-
nej d³ugo�ci.

Plemniki przep³ywaj¹ce pojedynczo przez promieñ
lasera powoduj¹ rozproszenie �wiat³a, którego pomiar
pozwala na ocenê wielko�ci/kszta³tu i ziarnisto�ci po-
szczególnych komórek. Ponadto, detektory fluorescen-
cji barwników, wzbudzonej �wiat³em lasera pozwala-
j¹ na pomiar jej intensywno�ci na poszczególnych
wyznakowanych komórkach, w zale¿no�ci od liczby
zwi¹zanych cz¹steczek barwnika (19).

Odkrycie szeregu fluorochromów umo¿liwi³o do-
k³adniejsz¹ analizê nasienia na poziome ultrastruktu-
ralnym, biochemicznym i funkcjonalnym (37). Wiêk-
szo�æ badañ funkcjonalnych z u¿yciem barwników
fluorescencyjnych polega na znakowaniu plemników
wybranym fluorochromem i badanie z u¿yciem mikro-
skopu fluorescencyjnego. Jednak analizy mikroskopo-
we pozwalaj¹ na zbadanie ograniczonej liczby plem-
ników oraz s¹ czasoch³onne.

Niema³e znaczenie w inicjatywie stosowania pro-
gramów zachowania bioró¿norodno�ci metod¹ in situ
mo¿e mieæ regulacja p³ci potomstwa. Najbardziej efek-
tywn¹ metod¹ odnosz¹c¹ siê do tego problemu jest
seksowanie plemników na frakcjê mêsk¹ i ¿eñsk¹ za
pomoc¹ cytometru przep³ywowego (13). Metoda ta
wykorzystuje ró¿nice wystêpuj¹ce w zawarto�ci DNA
pomiêdzy plemnikami nios¹cymi chromosom X i Y
(15, 16, 38). Stosowanie najnowszych cytometrów
przep³ywowych umo¿liwia separacje plemników X i Y
i uzyskanie w ci¹gu godziny oko³o 15 mln plemników
o czysto�ci frakcji ponad 90% przy przep³ywie do oko-
³o 40 000 komórek/sek. (23). W dostêpnej literaturze
dotycz¹cej badañ terenowych obejmuj¹cych insemi-
nacjê 1000 ja³ówek seksowanym nasieniem osi¹gniê-
to 90% potomstwa zak³adanej p³ci przy jednoczesnym
zachowaniu p³odno�ci inseminowanych ja³ówek na
poziomie 90% w stosunku do grupy kontrolnej, która
by³a inseminowana nasieniem niesortowanym (39).
Coraz wiêksz¹ uwagê przywi¹zuje siê do badañ nad
reintrodukcj¹ gatunków zagro¿onych, gdzie jednym
z priorytetowych celów jest uzyskanie jak najwiêkszej
liczby potomstwa p³ci ¿eñskiej (33). Potencjalna mo¿-
liwo�æ wykorzystania seksowanego nasienia w celu
kontrolowania p³ci potomstwa zwierz¹t zagro¿onych
wyginiêciem ograniczy³aby w znacznej mierze chów
wsobny w populacjach poprzez dobrze rozplanowane
programy hodowlane (14). Istotne znaczenie ma rów-
nie¿ stosowanie cytometri przep³ywowej do seksowa-
nia nasienia u¿ywanego do zap³odnieñ in vitro. Ga-
tunkiem modelowym stosowanym w tego typu badañ
jest kot domowy ze wzglêdu na du¿e podobieñstwo
do wielu zwierz¹t egzotycznych. W dostêpnej litera-
turze odnale�æ mo¿na doniesienia opisuj¹ce wykorzy-
stanie seksowanego nasienie kota do zap³odnieñ in
vitro w celu pozyskiwania 7-dniowych zarodów (14,
18).

Testy wi¹zania os³onki przejrzystej
(Sperm-zona binding tests)

Os³onka przejrzysta stanowi g³ówn¹ selektywn¹
barierê dla plemników. Uwa¿a siê, ¿e zdolno�æ plem-
ników do zap³odnienia zale¿y w znacznej mierze od
ich zdolno�ci do pokonania tej bariery (41). Oddzia³y-
wania miêdzy os³onk¹ przejrzyst¹ a plemnikami ana-
lizuje siê, wykorzystuj¹c testy wi¹zania os³onki przej-
rzystej (sperm-zona binding tests), testy penetracyjne
(sperm penetrtation assays) i testy zap³odnienia in vi-
tro (in vitro fertilization assays). Testy wi¹zania os³onki
przejrzystej opieraj¹ siê na ocenie cz¹steczek po-
wierzchniowych plemników i ich zdolno�ci do wi¹za-
nia z bia³kami ZP na powierzchni os³onki przejrzystej
oocytu. U zwierz¹t, w badaniach zdolno�ci plemni-
ków do zap³odnienia korzysta siê z wiedzy pozyska-
nej w badaniach procesu zap³odnienia u cz³owieka,
gdzie test wi¹zania plemników do os³onki przejrzy-
stej wydaje siê dobrym prognostykiem powodzenia
zap³odnienia in vitro (34).
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Testy penetracyjne
(SPA � Sperm Penetration Assays)

Metodê zastosowania oocytów chomiczych do oce-
ny zdolno�ci plemników do zap³odnienia opisano po
raz pierwszy ponad 30 lat temu (44). W metodzie tej
poddaje siê analizie zdolno�æ plemników do penetra-
cji oocytu chomika pozbawionego uprzednio os³onki
przejrzystej. Pozytywny wynik testu penetracyjnego
�wiadczy o tym, ¿e badane plemniki s¹ zdolne do przej-
�cia kapacytacji, reakcji akrosomalnej i fuzji z oocy-
tem. Wynik negatywny natomiast �wiadczy o tym, ¿e
plemniki nie s¹ zdolne do penetracji, poniewa¿ nie s¹
zdolne do przej�cia reakcji akrosomalnej oraz kapa-
cytacji w drogach rodnych samicy. Jednak pozytywny
wynik testu nie daje gwarancji, ¿e w wyniku zap³od-
nienia powstanie zdrowe potomstwo. Warto�æ diagnos-
tyczna tego testu jest przez niektórych autorów kwes-
tionowana, poniewa¿ pomija siê w tym badaniu etap
wi¹zania plemnika z os³onk¹ przejrzyst¹ (5).

Pewne modyfikacje testu penetracyjnego pozwala-
j¹ na uzyskanie dok³adniejszych danych na temat de-
fektów plemników. Przetrzymywanie nasienia w �ro-
dowisku hiperosmotycznym indukuje kapacytacjê.
Sugeruje siê, ¿e proces ten polega na oddysocjowy-
waniu bia³ek zwi¹zanych jonowo z b³on¹ plemników,
z których niektóre wp³ywaj¹ hamuj¹co na kapacyta-
cjê. Pozytywny wynik testu penetracyjnego plemników
poddanych dzia³aniu medium o podwy¿szonym pozio-
mie chlorku sodu wskazuje na wystêpowanie zabu-
rzeñ w procesie kapacytacji (2, 32). Zastosowanie
wapniowego jonoforu A23187 (kalcimycyna) skutku-
je nap³ywem wapnia do komórek oraz indukuje reak-
cjê akrosomaln¹. Zastosowanie tej metody w po³¹cze-
niu z SPA pozwala zidentyfikowaæ przyczynê obni¿o-
nej p³odno�ci jako upo�ledzenie mechanizmów indu-
kuj¹cych reakcjê akrosomaln¹ pod wp³ywem jonów
Ca2+ (32).

Test wi¹zania plemników z os³onk¹ przejrzyst¹
oocytów (HZA � Hemizona Assay)

Oceny zdolno�ci plemników do wi¹zania siê z os³on-
k¹ przejrzyst¹ mo¿na dokonaæ za pomoc¹ testu HZA
(12). W te�cie tym wykorzystuje siê komórki jajowe
poddane bisekcji za pomoc¹ mikromanipulatora. Jed-
na po³owa os³onki przejrzystej inkubowana jest z ba-
danymi plemnikami, a druga z plemnikami p³odnego
samca (6, 31). Na podstawie wyników testu wyznacza
siê stosunek liczby plemników badanych wi¹¿¹cych
siê z po³ow¹ os³onki przejrzystej do liczby plemników
referencyjnych pozyskanych od p³odnego samca, wi¹-
¿¹cych siê z drug¹ po³ow¹ tej samej os³onki. Parametr
ten (HZA index) jest wska�nikiem powodzenia zap³od-
nienia pozaustrojowego (43).

Ocena uszkodzeñ DNA i apoptozy
AneksynaV/PI. Jednym z przejawów apoptozy jest

utrata asymetrii b³ony komórkowej. W �zdrowych�
komórkach nieapoptotycznych fosfatydyloseryna jest

obecna po wewnêtrznej stronie dwuwarstwy lipido-
wej. Natomiast podczas wczesnych etapów apoptozy
fosfatydyloseryna przemieszcza siê do zewnêtrznej
warstwy b³ony komórkowej.

Aneksyna V jest bia³kiem wi¹¿¹cym siê preferen-
cyjnie w obecno�ci jonów Ca2+ z fosfolipidami o ujem-
nym ³adunku, takimi jak fosfatydyloseryna, równocze�-
nie wykazuj¹c minimalne powinowactwo do fosfaty-
dycholiny i sfingomieliny obecnych w zewnêtrznej
warstwie b³ony komórkowej ¿ywych komórek, nie
podlegaj¹cych apoptozie. Zmiany rozmieszczenia fos-
folipidów b³onowych obserwuje siê na wczesnych eta-
pach apoptozy, zanim dojdzie do widocznych zmian
morfologicznych i utraty integralno�ci b³ony (29).

Wykorzystanie aneksyny V zwi¹zanej z FITC (izo-
tiozyjanian fluoresceiny) pozwala na ilo�ciowe okre�-
lenie za pomoc¹ cytometru przep³ywowego liczby ko-
mórek, które wesz³y na szlak apoptozy. Zastosowanie
aneksyny V, wykazuj¹cej fluorescencjê w zielonym
zakresie widma, w kombinacji z jodkiem propidyny
(PI), o fluorescencji w czerwonym zakresie widma,
pozwala oceniæ liczbê komórek ¿ywych, nieapopto-
tycznych (A-/PI-), komórek we wczesnym etapie apop-
tozy (A+/PI-) i komórek w pó�nej fazie apoptozy lub
nekrotycznych (A+/PI+).

Oceny ¿ywotno�ci komórek dokonuje siê równie¿,
stosuj¹c kombinacjê barwników SYBR-14 i PI (17).
SYBR-14 jest barwnikiem ³atwo przenikaj¹cym przez
b³ony, barwi¹cym kwasy nukleinowe ¿ywych komó-
rek, emituj¹cym fluorescencjê w zielonym zakresie
�wiat³a.

Tunel. Metoda ta polega na wykorzystaniu termi-
nalnej deoksynukleotydylo transferazy (TdT) do zna-
kowania pofragmentowanej cz¹steczki DNA. Enzym
ten wprowadza biotynylowan¹ trójfosforodeoksyury-
dynê dUTP do 3� koñca cz¹steczki DNA. Wyznako-
wane cz¹steczki wizualizuje siê za pomoc¹ mikrosko-
pu fluorescencyjnego lub analizuje przy u¿yciu cyto-
metru przep³ywowego (8).

Metoda kometowa (comet assay). Elektroforeza
¿elowa pojedynczych komórek jest szeroko stosowa-
na w ocenie uszkodzeñ DNA w komórkach somatycz-
nych. Metodê tê stosuje siê tak¿e w badaniach wp³y-
wu czynników takich, jak promieniowanie jonizuj¹ce
lub chemioterapia, mog¹cych powodowaæ zaburzenia
w integralno�ci DNA plemników. Wykazano, ¿e uszko-
dzenia DNA stwierdzone za pomoc¹ tej metody s¹
skorelowane z p³odno�ci¹ samca (21). W metodzie tej
badane komórki rozdziela siê elektroforetycznie na
szkie³ku mikroskopowym po uprzedniej lizie i dzia³a-
niu proteinazy w celu eliminacji bia³ek zwi¹zanych
z DNA. DNA tworz¹cy po rozdziale charakterystycz-
ny wzór �komety� jest barwiony fluorescencyjnie,
a nastêpnie obrazy uzyskane pod mikroskopem fluo-
rescencyjnym poddawane s¹ analizie komputerowej.
Parametry, takie jak d³ugo�æ ogona komety i odsetek
DNA zawarty w ogonie komety pozwalaj¹ oceniæ wiel-
ko�æ uszkodzeñ DNA badanych komórek.
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Metoda SCSA � Analiza struktury chromatyny
plemnikowej (Sperm chromatin structure assay).
W trakcie dojrzewania plemników chromatyna przy-
biera strukturê skondensowan¹ i odporn¹ na uszko-
dzenia. Jednak pod wp³ywem ró¿nych czynników fiz-
jologicznych, �rodowiskowych, mutacji lub nieprawi-
d³owo�ci chromosomowych mo¿e doj�æ do zaburzeñ
skutkuj¹cych obni¿eniem p³odno�ci (40). SCSA jest
metod¹ pozwalaj¹c¹ oceniæ podatno�æ DNA plemni-
kowego na denaturacjê. Po raz pierwszy opisana przez
Evensona w 1980 r., by³a stosowana pocz¹tkowo do
oceny DNA ludzkich plemników, nastêpnie buhajów
(3), ogierów (28) i innych ssaków (9). By³a pierwsz¹
metod¹ wykorzystuj¹c¹ cytometriê przep³ywow¹ do
analiz nasienia. Metoda ta pozwala na okre�lenie
zwiêkszonej podatno�ci DNA plemnikowego na de-
naturacjê. Z czasem denaturacja cieplna zosta³a zast¹-
piona denaturacj¹ kwasow¹ (10). Podatno�æ DNA
plemników na denaturacjê w �rodowisku kwasowym
jest wska�nikiem zaburzeñ w strukturze chromatyny,
a w szczególno�ci obecno�ci pêkniêæ w nici DNA (11).

SCSA opiera siê na barwieniu plemników za po-
moc¹ oran¿u akrydyny. Barwnik ten wnika pomiêdzy
zasady natywnygo DNA. Wykazuje zielon¹ fluorescen-
cjê pod wp³ywem wzbudzenia �wiat³em niebieskim,
natomiast zwi¹zany z cz¹steczk¹ jednoniciowego DNA
emituje fluorescencjê w czerwonym zakresie widma.
Pozwala to oceniæ proporcje jednoniciowego, zdena-
turowanego DNA do DNA w formie natywnej.

W metodzie tej bada siê poziom fluorescencji w zie-
lonym i czerwonym zakresie widma.

Na podstawie danych uzyskanych za pomoc¹ cyto-
metru wyznacza siê wska�nik DFI (DNA fragmenta-
tion index) wyra¿aj¹cy stosunek poziomu intensyw-
no�ci czerwonej fluorescencji do ca³kowitej (czerwo-
nej i zielonej) fluorescencji badanej próbki nasienia.
Wyniki pomiarów struktury chromatyny plemników
s¹ wysoko skorelowane z p³odno�ci¹, natomiast s³abo
skorelowane z �konwencjonalnymi� parametrami na-
sienia.

Ocena reakcji akrosomalnej (Acrosome Reaction
Assessment). Plemniki, które przesz³y reakcjê akro-
somaln¹, mog¹ byæ wykryte za pomoc¹ fluorescencyj-
nie znakowanych lektyn, przeciwcia³, metodami histo-
chemicznymi lub za pomoc¹ kuleczek op³aszczonych
przeciwcia³ami. Spo�ród lektyn stosuje siê fluorescen-
cyjnie znakowane PSA (Pisum sativum agglutinin)
wi¹¿¹ce siê do reszt á-mannozy i á-galaktozy macie-
rzy akrosomalnej plemnika i PNA (Arachis hypogaea
agglutinin) wi¹¿¹ce siê do reszt â-galaktozy zewnêtrz-
nej b³ony akrosomalnej. PSA selektywnie wi¹¿e siê
do glikoproteinowych struktur zawartych w akroso-
mie (27, 30).

mRNA-molekularny marker plemników. Oster-
meier i wsp. (35), wykorzystuj¹c metodê mikromacie-
rzy ekspresyjnych (microarrays), przedstawi³ profil
transkrypcyjny plemników izolowanych z mêskich eja-
kulatów (35). Badania nad zawarto�ci¹ mRNA w plem-

nikach s¹ powszechnie wykonywane u cz³owieka, na-
tomiast w analizach wykorzystuj¹cych model zwierzê-
cy marker ten wykorzystywany jest w znikomym stop-
niu (4, 26). Sugeruje siê, i¿ zawarty w kroplach cyto-
plazmatycznych mRNA w plemnikach mêskich jest
markerem skorelowanym z ruchliwo�ci¹ plemników
(22, 25). Ponadto badania przeprowadzone na game-
tach knura i cz³owieka wskazuj¹ na wa¿ny udzia³ plem-
nikowego mRNA w regulacji wczesnych etapów roz-
woju zarodkowego (7, 24).

Podsumowanie
Diagnozowanie potencja³u rozrodczego samców

pozostaje wci¹¿ trudnym zadaniem. Trudno�æ ta wy-
nika zarówno ze z³o¿ono�ci procesu zap³odnienia,
du¿ej heterogenno�ci plemników, jak i du¿ej liczby
czynników wp³ywaj¹cych na jako�æ nasienia. Ka¿da
ze stosowanych metod pozwala na ocenê jednego
z aspektów istotnych z punktu widzenia zdolno�ci
plemników do zap³odnienia. W celu uzyskania wiary-
godnej diagnozy konieczne jest stosowanie kombina-
cji odpowiednio dobranych metod.
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