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Summary

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
for the parametric evaluation of spermatozoa, used to determine the reproductive potential of males. Owing
to the large number of factors influencing the maturation and capacitation of sperm and the complexity of
the fertilisation process, it is difficult to accurately estimate fertilising potential. None of the presently used
methods is fully reliable. Conventional laboratory methods, such as the microscopic analysis of the number,
mobility, morphology and vitality of spermatozoa or the computer-assisted CASA method, do not provide
reliable results as to the functional properties of semen. Most of these methods make it possible to analyse only
a single determinant of sperm fertilization potential. High heterogeneity in sperm population makes semen
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
molecular marker of spermatozoa. All the above methods make it possible to observe a number of influences
and transformations occurring in spermatozoa prior to fertilization.

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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Istnieja liczne metody parametrycznej oceny plem-
nikdéw stosowanych w celu okreslenia potencjatu roz-
rodczego samcow wielu gatunkéw ssakow. Klasycz-
na metoda oceny ptodnosci jest mikroskopowe bada-
nie liczebnosci, ruchliwosci, zywotnosci 1 morfologii
plemnikow. Metoda ta Jednak pozwala na analizg sto-
sunkowo niewielkiej populacji plemnikoéw, co nega-
tywnie wplywa na warto$¢ statystyczna wynikow (17).
Powszechnie stosowane metody laboratoryjne obrazuja
wyniki w sposob niejednoznaczny oraz stabo skorelo-
wany ze zdolno$cia plemnikéw do zaptodnienia (20).
Waznym udoskonaleniem metod opartych na pomia-
rze konwencjonalnych parametréw byto wprowadze-
nie analizy wspomaganej komputerowo (CASA — com-
puter assisted semen analysis) (10, 44). Dodatkowo
0 ograniczonej przydatnos$ci metod oceny cech mor-
fologicznych plemnikoéw stanowi fakt, ze czgs¢ zabu-

rzen plemnikow, jak uszkodzenia DNA, uposledzaja-
cych ich zdolnos¢ do zaptodnienia nie wptywa na
parametry okreslane za pomoca tradycyjnych technik,
a wiec wykrycie ich wymaga zastosowania innych
metod (19).

W celu uzyskania bardziej miarodajnych wynikow
stosuje sig szereg analiz funkcjonalnych okreslajacych
w warunkach in vitro zdolno$¢ plemnikéw do pene-
tracji ostonki przejrzystej 1 fuzji z oocytem. Zaleta tych
metod jest fakt, ze uwzgledniaja one szereg oddziaty-
wan 1 przemian poprzedzajacych zaptodnienie zacho-
dzacych w drogach rodnych samicy (1, 43).

Ztozonos¢ procesow, jakim podlegaja plemniki
w drogach rodnych samicy, utrudnia opracowanie jed-
nej optymalnej metody, dajacej wyniki wysoko skore-
lowane ze zdolnoscia rozrodcza samca i jednoczesnie,
w przypadku uposledzenia ptodnos$ci, wskazujace na
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jej podtoze (34). Ponizsze opracowanie ma na celu
przeglad wybranych metod pozwalajacych oceni¢ pa-
rametry plemnikow, istotne z punktu widzenia ich zdol-
nosci do zaptodnienia.

Zastosowanie cytometrii przeplywowej

Istotnymi kryteriami, jakie powinna spetnia¢ meto-
da, sa: powtarzalno$¢ wynikow, tatwos$¢ standaryzacji
1 optymalizacji procedury, wzglednie niska cena i moz-
liwie wysoka warto$¢ diagnostyczna oraz tatwosé
1 szybkos$¢ wykonania (19, 42).

W konwencjonalnych badaniach parametrow nasie-
nia wykorzystuje si¢ cytometri¢ przeplywowa. Bada-
nia te pozwalaja na jednoczesna analiz¢ wielu para-
metrow. Cecha ta jest niezwykle istotna w przypadku
badania nasienia, jako ze zdolno$¢ do zaptodnienia
zalezy od wielu czynnikow. Wsrdd tych czynnikow
istotng rolg¢ odgrywaja: integralnos¢ btony i chroma-
tyny, zdolno$¢ do przejscia reakcji akrosomalnej, funk-
cjonalnos$¢ mitochondriow oraz zywotno$¢ i liczebno$é
plemnikow (36). Cytometryczne badania parametrow
nasienia maja znaczna przewage nad badaniami opar-
tymi na wykorzystaniu mikroskopu fluorescencyjne-
go. Sa doktadniejsze, zautomatyzowane i dzigki temu
pozwalaja na znaczne przyspieszenie procedury oraz
oceng wigkszej liczby komorek w znacznie krotszym
czasie. Cytometria przeptywowa pozwala na znaczne
ograniczenie wptywu ,,czynnika ludzkiego” na jako$§¢
wynikow.

W ciagu kilku minut cytometr dostarcza danych na
temat wszystkich subpopulacji badanej proby, co czy-
ni go doskonatym narzgdziem do badan heterogennych
populacji plemnikéw. Za pomoca cytometrii przepty-
wowej ocenia si¢ takie parametry nasienia, jak: liczeb-
nos¢, zywotnos$é, integralnos¢ chromatyny, akrosomu
oraz blon mitochondrialnych, proces kapacytacji oraz
ptynnos¢ blony. Wybdr fluorochromu zalezy od bada-
nego parametru oraz dtugosci fali wzbudzenia doste¢p-
nej w danym cytometrze. Zrodtem $wiatta w wigkszo-
$ci cytometrow jest laser emitujacy $wiatto o okreslo-
nej dlugosci.

Plemniki przeptywajace pojedynczo przez promien
lasera powoduja rozproszenie §wiatta, ktorego pomiar
pozwala na oceng wielkosci/ksztaltu 1 ziarnisto$ci po-
szczegolnych komorek. Ponadto, detektory fluorescen-
cji barwnikoéw, wzbudzonej $wiatlem lasera pozwala-
ja na pomiar jej intensywnos$ci na poszczegdlnych
wyznakowanych komorkach, w zaleznosci od liczby
zwiazanych czasteczek barwnika (19).

Odkrycie szeregu fluorochromoéw umozliwito do-
ktadniejsza analizg nasienia na poziome ultrastruktu-
ralnym, biochemicznym i funkcjonalnym (37). Wigk-
szo$¢ badan funkcjonalnych z uzyciem barwnikow
fluorescencyjnych polega na znakowaniu plemnikow
wybranym fluorochromem i badanie z uzyciem mikro-
skopu fluorescencyjnego. Jednak analizy mikroskopo-
we pozwalaja na zbadanie ograniczonej liczby plem-
nikoéw oraz sa czasochtonne.

Medycyna Wet. 2011, 67 (1)

Niemate znaczenie w inicjatywie stosowania pro-
gramow zachowania biordéznorodno$ci metoda in situ
moze mie¢ regulacja ptci potomstwa. Najbardziej efek-
tywna metoda odnoszaca si¢ do tego problemu jest
seksowanie plemnikéw na frakcje meska 1 zenska za
pomoca cytometru przeptywowego (13). Metoda ta
wykorzystuje roznice wystgpujace w zawartosci DNA
pomigdzy plemnikami niosacymi chromosom X i Y
(15, 16, 38). Stosowanie najnowszych cytometrow
przep%ywowych umozliwia separacje plemnikow X 1Y
iuzyskanie w ciagu godziny okoto 15 mln plemnikéw
o czystosci frakcji ponad 90% przy przeptywie do oko-
o 40 000 komorek/sek. (23). W dostepnej literaturze
dotyczacej badan terenowych obejmujacych insemi-
nacje 1000 jatowek seksowanym nasieniem osiagnig-
to 90% potomstwa zakladanej ptci przy jednoczesnym
zachowaniu ptodno$ci inseminowanych jalowek na
poziomie 90% w stosunku do grupy kontrolnej, ktora
byla inseminowana nasieniem nlesortowanym (39).
Coraz wigksza uwage przywiazuje si¢ do badan nad
reintrodukcja gatunkow zagrozonych, gdzie jednym
z priorytetowych celow jest uzyskanie jak najwigkszej
liczby potomstwa pftci zenskiej (33). Potencjalna moz-
liwo$¢ wykorzystania seksowanego nasienia w celu
kontrolowania ptci potomstwa zwierzat zagrozonych
wyginigciem ograniczylaby w znacznej mierze chow
wsobny w populacjach poprzez dobrze rozplanowane
programy hodowlane (14). Istotne znaczenie ma row-
niez stosowanie cytometri przeptywowej do seksowa-
nia nasienia uzywanego do zaptodnien in vitro. Ga-
tunkiem modelowym stosowanym w tego typu badan
jest kot domowy ze wzgledu na duze podobienstwo
do wielu zwierzat egzotycznych. W dostgpnej litera-
turze odnalez¢ mozna doniesienia opisujace wykorzy-
stanie seksowanego nasienie kota do zaptodnien in
vitro w celu pozyskiwania 7-dniowych zarodow (14,
18).

Testy wigzania ostonki przejrzystej
(Sperm-zona binding tests)

Ostonka przejrzysta stanowi gtdéwna selektywna
barierg dla plemnikoéw. Uwaza sig, ze zdolno$¢ plem-
nikow do zaptodnienia zalezy w znacznej mierze od
ich zdolnosci do pokonania tej bariery (41). Oddzialy-
wania migdzy ostonka przejrzysta a plemnikami ana-
lizuje sig, wykorzystujac testy wiazania ostonki przej-
rzystej (sperm-zona binding tests), testy penetracyjne
(sperm penetrtation assays) 1 testy zaptodnienia in vi-
tro (in vitro fertilization assays). Testy wiazania ostonki
przejrzystej opieraja si¢ na ocenie czasteczek po-
wierzchniowych plemnikow i ich zdolno$ci do wiaza-
nia z biatkami ZP na powierzchni ostonki przejrzystej
oocytu. U zwierzat, w badaniach zdolnosci plemni-
kéw do zaptodnienia korzysta sig¢ z wiedzy pozyska-
nej w badaniach procesu zaptodnienia u cztowieka,
gdzie test wigzania plemnikow do ostonki przejrzy-
stej] wydaje si¢ dobrym prognostykiem powodzenia
zaptodnienia in vitro (34).
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Testy penetracyjne
(SPA - Sperm Penetration Assays)

Metodg zastosowania oocytow chomiczych do oce-
ny zdolnosci plemnikéw do zaptodnienia opisano po
raz pierwszy ponad 30 lat temu (44). W metodzie tej
poddaje sig analizie zdolno$¢ plemnikéw do penetra-
cji oocytu chomika pozbawionego uprzednio ostonki
przejrzystej. Pozytywny wynik testu penetracyjnego
swiadczy o tym, ze badane plemniki sa zdolne do przej-
Scia kapacytacji, reakcji akrosomalnej i fuzji z oocy-
tem. Wymk negatywny natomiast sw1adczy 0 tym ze
plemniki nie sa zdolne do penetracji, poniewaz nie sa
zdolne do przejscia reakcji akrosomalnej oraz kapa-
cytacji w drogach rodnych samicy. Jednak pozytywny
wynik testu nie daje gwarancji, ze w wyniku zaptod-
nienia powstanie zdrowe potomstwo. Warto$¢ diagnos-
tyczna tego testu jest przez niektorych autorow kwes-
tionowana, poniewaz pomija si¢ w tym badaniu etap
wiazania plemnika z ostonka przejrzysta (5).

Pewne modyfikacje testu penetracyjnego pozwala-
ja na uzyskanie doktadniejszych danych na temat de-
fektow plemnikéw. Przetrzymywanie nasienia w $§ro-
dowisku hiperosmotycznym indukuje kapacytacjg.
Sugeruje sig, ze proces ten polega na oddysocjowy-
waniu bialek zwigzanych jonowo z btona plemnikéw,
z ktorych niektére wplywaja hamujaco na kapacyta-
cje. Pozytywny wynik testu penetracyjnego plemnikow
poddanych dziataniu medium o podwyzszonym pozio-
mie chlorku sodu wskazuje na wystgpowanie zabu-
rzen w procesie kapacytacji (2, 32). Zastosowanie
wapniowego jonoforu A23187 (kalcimycyna) skutku-
je naptywem wapnia do komoérek oraz indukuje reak-
cje akrosomalng. Zastosowanie tej metody w potacze-
niu z SPA pozwala zidentyfikowa¢ przyczyng obnizo-
nej ptodnosci jako uposledzenie mechanizmow indu-
kujacych reakcj¢ akrosomalna pod wptywem jonow
Ca?* (32).

Test wigzania plemnikéw z ostonkg przejrzysta
oocytow (HZA — Hemizona Assay)

Oceny zdolnosci plemnikéw do wigzania si¢ z oston-
ka przejrzysta mozna dokona¢ za pomoca testu HZA
(12). W tescie tym wykorzystuje si¢ komorki jajowe
poddane bisekcji za pomoca mikromanipulatora. Jed-
na potowa ostonki przejrzystej inkubowana jest z ba-
danymi plemnikami, a druga z plemnikami ptodnego
samca (6, 31). Na podstawie wynikow testu wyznacza
si¢ stosunek liczby plemnikow badanych wiazacych
si¢ z potowa ostonki przejrzystej do liczby plemnikow
referencyjnych pozyskanych od ptodnego samca, wia-
zacych si¢ z druga potowa tej samej ostonki. Parametr
ten (HZA index) jest wskaznikiem powodzenia zaptod-
nienia pozaustrojowego (43).

Ocena uszkodzein DNA i apoptozy

AneksynaV/PI. Jednym z przejawow apoptozy jest
utrata asymetrii blony komorkowej. W ,,zdrowych”
komorkach nieapoptotycznych fosfatydyloseryna jest
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obecna po wewngtrznej stronie dwuwarstwy lipido-
wej. Natomiast podczas wezesnych etapow apoptozy
fosfatydyloseryna przemieszcza si¢ do zewngtrznej
warstwy btony komorkowe;.

Aneksyna V jest biatkiem wiazacym sig preferen-
cyjnie w obecnosci jondw Ca** z fosfolipidami oujem-
nym fadunku, takimi jak fosfatydyloseryna, rownoczes-
nie wykazujac minimalne powinowactwo do fosfaty-
dycholiny 1 sfingomieliny obecnych w zewngtrznej
warstwie btony komoérkowej zywych komorek, nie
podlegajacych apoptozie. Zmiany rozmieszczenia fos-
folipidow btonowych obserwuje si¢ na wezesnych eta-
pach apoptozy, zanim dojdzie do widocznych zmian
morfologicznych i utraty integralnosci btony (29).

Wykorzystanie aneksyny V zwiazanej z FITC (izo-
tiozyjanian fluoresceiny) pozwala na ilosciowe okres-
lenie za pomoca cytometru przeptywowego liczby ko-
morek, ktore weszly na szlak apoptozy. Zastosowanie
aneksyny V, wykazujacej fluorescencj¢ w zielonym
zakresie widma, w kombinacji z jodkiem propidyny
(PI), o fluorescencji w czerwonym zakresie widma,
pozwala oceni¢ liczbe komorek zywych, nieapopto-
tycznych (A-/PI-), komorek we wezesnym etapie apop-
tozy (A+/PI-) i komoérek w pdznej fazie apoptozy lub
nekrotycznych (A+/PI+).

Oceny zywotnos$ci komorek dokonuje si¢ réwniez,
stosujac kombinacje barwnikow SYBR-14 i PI (17).
SYBR-14 jest barwnikiem tatwo przenikajacym przez
btony, barwiacym kwasy nukleinowe zywych komo-
rek, emitujacym fluorescencj¢ w zielonym zakresie
$wiatla.

Tunel. Metoda ta polega na wykorzystaniu termi-
nalnej deoksynukleotydylo transferazy (TdT) do zna-
kowania pofragmentowanej czasteczki DNA. Enzym
ten wprowadza biotynylowana tréjfosforodeoksyury-
dyne dUTP do 3’ konca czasteczki DNA. Wyznako-
wane czasteczki wizualizuje si¢ za pomoca mikrosko-
pu fluorescencyjnego lub analizuje przy uzyciu cyto-
metru przeplywowego (8).

Metoda kometowa (comet assay). Elektroforeza
zelowa pojedynczych komorek jest szeroko stosowa-
na w ocenie uszkodzen DNA w komorkach somatycz-
nych. Metodg tg stosuje sig takze w badaniach wply-
wu czynnikow takich, jak promieniowanie jonizujace
lub chemioterapia, mogacych powodowac zaburzenia
w integralnosci DNA plemnikow. Wykazano, ze uszko-
dzenia DNA stwierdzone za pomoca tej metody sa
skorelowane z ptodno$cia samca (21). W metodzie tej
badane komorki rozdziela sig elektroforetycznie na
niu proteinazy w celu eliminacji biatek zwiazanych
z DNA. DNA tworzacy po rozdziale charakterystycz-
ny wzor ,.komety” jest barwiony fluorescencyjnie,
a nastgpnie obrazy uzyskane pod mikroskopem fluo-
rescencyjnym poddawane sa analizie komputerowe;.
Parametry, takie jak dtugo$¢ ogona komety 1 odsetek
DNA zawarty w ogonie komety pozwalaja oceni¢ wiel-
kos$¢ uszkodzen DNA badanych komorek.
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Metoda SCSA — Analiza struktury chromatyny
plemnikowej (Sperm chromatin structure assay).
W trakcie dojrzewania plemnikow chromatyna przy-
biera strukturg¢ skondensowana i odporna na uszko-
dzenia. Jednak pod wplywem réznych czynnikow fiz-
jologicznych, sSrodowiskowych, mutacji lub nieprawi-
dlowosci chromosomowych moze doj$¢ do zaburzen
skutkujacych obnizeniem ptodnosci (40). SCSA jest
metoda pozwalajaca oceni¢ podatnos¢ DNA plemni-
kowego na denaturacjg. Po raz pierwszy opisana przez
Evensona w 1980 r., byla stosowana poczatkowo do
oceny DNA ludzkich plemnikow, nast¢pnie buhaj(’)w
(3), ogierow (28) 1 innych ssakow (9). Byta pierwsza
metoda wykorzystujaca cytometrig przeptywowa do
analiz nasienia. Metoda ta pozwala na okreslenie
zwigkszonej podatnosci DNA plemnikowego na de-
naturacj¢. Z czasem denaturacja cieplna zostala zasta-
piona denaturacja kwasowa (10). Podatno§¢ DNA
plemnikow na denaturacjg¢ w srodowisku kwasowym
jest wskaznikiem zaburzen w strukturze chromatyny,
aw szczegolnosci obecnosci peknigé w nici DNA (11).

SCSA opiera si¢ na barwieniu plemnikow za po-
moca oranzu akrydyny. Barwnik ten wnika pomigdzy
zasady natywnygo DNA. Wykazuje zielona fluorescen-
cje pod wplywem wzbudzenia $§wiatlem niebieskim,
natomiast zwigzany z czasteczka jednoniciowego DNA
emituje fluorescencj¢ w czerwonym zakresie widma.
Pozwala to oceni¢ proporcje jednoniciowego, zdena-
turowanego DNA do DNA w formie natywne;j.

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

Na podstawie danych uzyskanych za pomoca cyto-
metru wyznacza si¢ wskaznik DFI (DNA fragmenta-
tion index) wyrazajacy stosunek poziomu intensyw-
nosci czerwonej fluorescencji do catkowitej (czerwo-
nej i zielonej) fluorescencji badanej probki nasienia.
Wyniki pomiaréw struktury chromatyny plemnikow
sa wysoko skorelowane z ptodnoscia, natomiast stabo
skorelowane z , konwencjonalnymi” parametrami na-
sienia.

Ocena reakcji akrosomalnej (Acrosome Reaction
Assessment). Plemniki, ktore przeszly reakcje akro-
somalna, moga by¢ wykryte za pomoca fluorescencyj-
nie znakowanych lektyn, przeciwciat, metodami histo-
chemicznymi lub za pomoca kuleczek optaszczonych
przeciwciatami. Sposrod lektyn stosuje sig fluorescen-
cyjnie znakowane PSA (Pisum sativum agglutinin)
wiazace si¢ do reszt a-mannozy i a-galaktozy macie-
rzy akrosomalnej plemnika i PNA (4rachis hypogaea
agglutinin) wiazace si¢ do reszt -galaktozy zewngtrz-
nej blony akrosomalnej. PSA selektywnie wiaze si¢
do glikoproteinowych struktur zawartych w akroso-
mie (27, 30).

mRNA-molekularny marker plemnikow. Oster-
meier 1 wsp. (35), wykorzystujac metod¢ mikromacie-
rzy ekspresyjnych (microarrays), przedstawit profil
transkrypcyjny plemnikoéw izolowanych z meskich eja-
kulatéw (35). Badania nad zawarto$cia mRNA w plem-
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nikach sa powszechnie wykonywane u cztowieka, na-
tomiast w analizach wykorzystujacych model zwierzg-
cy marker ten wykorzystywany jest w znikomym stop-
niu (4, 26). Sugeruje sig, iz zawarty w kroplach cyto-
plazmatycznych mRNA w plemnikach mgskich jest
markerem skorelowanym z ruchliwo$cia plemnikoéw
(22, 25). Ponadto badania przeprowadzone na game-
tach knura i czlowieka wskazuja na wazny udzial plem-
nikowego mRNA w regulacji wezesnych etapow roz-
woju zarodkowego (7, 24).

Podsumowanie

Diagnozowanie potencjatu rozrodczego samcow
pozostaje wciaz trudnym zadaniem. Trudno$¢ ta wy-
nika zardwno ze ztozonoS$ci procesu zaplodnienia,
duzej heterogennosci plemnikow, jak i duzej liczby
czynnikow wplywajacych na jakos$¢ nasienia. Kazda
ze stosowanych metod pozwala na ocen¢ jednego
z aspektoéw istotnych z punktu widzenia zdolno$ci
plemnikow do zaptodnienia. W celu uzyskania wiary-
godnej diagnozy konieczne jest stosowanie kombina-
cji odpowiednio dobranych metod.
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