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1. Seksowanie nasienia

ozliwos¢ regulacji ptci moze mieé istotne znaczenie w hodowli zwierzat
Mz co najmniej dwdch powodoéw. Po pierwsze, dysponowanie wiekszg li-

czbg samic w stadzie korzystnie wpltywa na efekty genetyczne i hodowlane;
po drugie, przewaga samcow z ich wyzszymi, nawet o kilkanascie procent,
przyrostami wagi jest pozadana w fermach towarowych, przeznaczajgcych
zwierzeta na ubgj.

Termin regulacja pici moze sie odnosi¢ zarobwno do plemnikéw, jak i za-
rodkéw. Jednak uzyskiwanie zarodkéw, mimo stosowania superowulacji czy
zaptodnienia in vitro, wcigz wigze sie ze znacznymi kosztami. W zwigzku
z tym, jak sie wydaje, znacznie atrakcyjniejsza jest mozliwos¢ sterowania
ptcig na wczesniejszym etapie, poprzez odpowiednie separowanie plemnikow.
Zainteresowanie metodami rozdziatu plemnikéw zwierzat notuje sie juz od
czasu szerokiego wprowadzenia inseminacji do praktyki hodowlanej bydta.
Do niedawna jednak zasadniczg barierg pozostawat brak wiarygodnych i szyb-
kich metod identyfikacji ,,ptci” plemnikéw, a takze mozliwosci skutecznego
odseparowania ,,rozpoznanych” juz frakcji. Obecnie istnieje Kilka sposobéw
rozrozniania plemnikoéw niosgcych chromosomy X i Y. Opierajg sie one badz
na zjawisku punktowej fluorescencji bai*wionych plemnikdéw zawierajacych
chromosom Y (3), badZ tez wykorzystujg metode podwdjnej hybrydyzacji in
situ (22), lub posrednig analize chromosomalng (42).

Réwnoczesnie z badaniami nad identyfikacja ,,ptci” plemnikéw prowadzo-
no — w przypadku bydta juz od lat pieédziesigtych — préby fizycznego
rozdziatu nasienia na frakcje meska i zenska oraz wykorzystanie ich do
zaptodnienia. Préby te opieraty sie na wykorzystaniu zaktadanych rdéznic
pomiedzy plemnikami niosgcymi chromosomy X i Y, a dotyczacymi wielkosci
i ciezaru (37), szybkosci poruszania sie (3), tadunku etektiycznego (5), wia-
sciwosci powierzchni plemnikéw (7), jak réwniez réznic o charakterze immu-
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nologicznym (4,33). Wymienione jednak metody, jak sie okazato, byty nie-
zadowalajaee z powodu niskiej doktadnosei i wydajnosci, lub tez jako dajace
mozliwos¢ odseparowania tylko jednej frakcji nasienia. Rozdzielone w ten
spos6b nasienie posiadato ponadto niewielka zdolno$¢ zaptadniajacg. W re-
zultacie zadna ze wspomnianych metod nie znalazta praktycznego zastoso-
wania.

Od pewnego czasu najwieksze zainteresowanie budzi mozliwos$é rozdziatu
plemnikéw za pomocg cytometrii przeptywowej. Jest to fluorescencyjna me-
toda badania wiasciwosci strukturalnych i funkcjonalnych pojedynczych ko-
morek. Badane komorki sg znakowane fluorochromami badz bezposrednio,
badZz za pomoca przeciwciat monoklonalnych. Zawiesina pojedynczych ko-
morek jest formowana w strumien cieczy o odpowiedniej Srednicy tak, aby
na jego przekroju poprzecznym miescita sie tylko jedna komérka. Podczas
przejscia przez punkt analizy cytometru wzbudzona $wiattem laserowym fluo-
rescencja barwnika w komodrkach jest elektronicznie wzmacniana i przed-
stawiana w formie histograméw. Poniewaz catkowita fluorescencja otrzymy-
wana z komorek jest separowana dzieki odpowiednim filtrom na waskie pas-
ma, istnieje mozliwos¢ réwnoczesnego znakowania komoérek dwoma lub trze-
ma barwnikami. Podstawowg zaletg C)d;ometrii przeptywowej jest obiektyw-
nos¢ oceny poziomu fluorescencji, mozliwos$¢ rozdzielenia fluorescencji po-
chodzacej z réznych zrédet w komorce, oraz duza szybkos$¢ analizy, wahajgca
sie od Kilkuset do Kilku tysiecy komorek na sekunde.

Szczegbtowy opis metody cytometrii przeptywowej i jej zastosowan w bio-
technologii zwierzat zostal dokonany przez Smorgga i wsp. (39).

Pomyst wykorzystania cytometrii przeptywowej do rozdziatu nasienia we-
dtug ,,pici” narodzit sie na poczatku lat osiemdziesigtych, kiedy Pinkel i wsp.
(34) stwierdzili mozliwos¢ dokonania precyzyjnego pomiaru DNA oraz rdznic
jego zawartosci pomiedzy plemnikami niosgcymi chromosom X lub Y. Barwili
oni utrwalone plemniki kilku gatunkéw ssakéw bromkiem etydyny, mitra-
mycyng lub DAPI. Podobne badania z wykorzystaniem fluorochromu Hoechst
33343 przeprowadzit Keeler i wsp. (29). Barwnik ten, stosowany obecnie
powszechnie w pracach nad sortowaniem nasienia, tatwo przenika przez nie
uszkodzone btony zywych komorek, tgczy sie stechiometrycznie z DNA w oko-
licach par zasad A-T, a wzbudzany swiattem ultrafioletowym fluoryzuje w pa-
Smie 450 nm. Niekorzystne zjawisko ,,soczewkowania” fluorescencji plemni-
kéw, polegajgce na skupianiu Swiatta w kierunku krawedzi gtéwki spowo-
dowato koniecznos$¢ stosowania specjalnie zmodyfikowanych cytometrow (25).
Mod3dikacje te, obejmujgce odpowiednie uksztattowanie dyszy wylotowej urza-
dzenia oraiz odczytywanie fluorescencji DNA z dwdch ustawionych pod katem
90° detektoréw, majg na celu analizowanie i sortowanie plemnikéw utozo-
nych pod jednakowym katem wzgledem osi odczytu.

Pierwszych préb sortowania nasienia ta metodg dokonano w drugiej po-
towie lat osiemdziesigtych (23). Nasienie buhaja, knura i tryka zostato dla
utatwienia analizy pozbawione witek. Dokonujac po odsortowaniu powtérnej
analizy stwierdzono, ze doktadnos$¢ rozdziatu tak przygotowanych plemnikéw
wynosita ponad 90%. Ustalono rowniez, ze roznice w zawartosci DNA ple-
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mnikéw buhaja, knura i tryka wynoszg odpowiednio: 3,9; 3,7; i 4,2%. W ko-
lejnych badaniach (31) wykazano, ze barwione Hoechstem 33342 i sortowane
plemniki buhaja i krélika moga zachowac¢ ruchliwos$¢ i zdolno$¢ zaptadnia-
jaca. Po inseminacji sortowanym nasieniem buhaja uzyskano istotne prze-
suniecie proporcji pici potomstwa. Zanotowano jednak znaczne obnizenie
ptodnosci, gdyz w wyniku inseminacji wycielito sie zaledwie 30% krow,

W petni skutecznego rozdziatu plemnikéw dokonano w koricu lat osiem-
dziesigtych na nasieniu krélika (24). W reanalizie nasienia $wiezego, barwio-
nego Hoechstem 33342 wykazano, ze doktadnos¢ separacji wynosita 86%
w przypadku plemnikéw ,,zenskich”, oraz 81% w przypadku ,,meskich”. Roz-
dzielone plemniki wprowadzane byty chirurgicznie do macicy krélic. Uzyskano
okoto 28% wykotow: potomstwo urodzone po inseminacji frakcja X byto
w 94% pici zenskiej, natomiast po inseminacji frakcjg Y w 81% meskie. Nieco
gorsze rezultaty osiagnieto sortujgc nasienie knura (26). Réwniez w tym przy-
padku skuteczno$¢ rozdziatu oceniano na podstawie reanalizy i inseminacji
chirurgicznej loch. Odsetek prosiat pici zenskiej po inseminacji ,,zensky” fra-
kcja wyniost 74%, a pilci meskiej po inseminacji ,,meska” frakcjg — 68%.

W przedstawionych tutaj badaniach nad rozdziatem plemnikéw dowie-
dziono, ze istnieje realna mozliwos¢ ,,seksowania” nasienia. W badaniach
tych wskazano roéwnocze$nie na istotne ograniczenia metody, z ktérych do
najwazniejszych zaliczyé mozna niewielkg szybko$¢ sortowania, osiggajgca
przecietnie 100-200 komodrek/sekunde, oraz znacznie obnizong ruchliwosé
plemnikéw. W pracach przeprowadzanych w latach dziewiecdziesigtych, jak
sie wydaje, wskazuje sie, ze nasienie separowane za pomocg cytometrii prze-
ptywowej stosowane by¢é moze do zaptodnienia poprzez mikroiniekcje ple-
mnikow do oocytu (30), in vitro (8), lub w najlepszym przypadku laparosko-
powa inseminacje domaciczng (9).

Osobna kwestig pozostaje wptyw barwnika na zdolno$¢ zaptadniajaca i roz-
woj zarodka. Wspomniano juz, ze Hoechst 33342 pozostaje nadal powszech-
nie stosowanym przy separacji nasienia fluorochromem. Wysuwane poczat-
kowo zastrzezenia nie znalazfy jak dotgd potwierdzenia. W przypadku bar-
wionych tym zwigzkiem plemnikéw buhaja obserwowano wprawdzie niezna-
czne obnizenie zdolnosci do zaptodnienia in vitro, jednak nie dotyczylo ono
wszystkich badanych ejakulatéw. Podobnie nie potwierdzity sie zastrzezenia
dotyczace uszkodzern chromosomoéw, czy tez wad potomstwa jako rezultatu
zaptodnienia barwionymi plemnikami (40).

2. Ocena jakosci nasienia

Powszechnie stosowane mikroskopowe metody oceny jakosci nasienia po-
siadaja wiele istotnych ograniczen wptyu*ajacych w powazny sposob na ich
wiarygodno$¢. Do podstawowych parametréw okreslanych rutynowo nalezy:
koncentracja nasienia, procent plemnikéw ruchliwych i rodzaj ich ruchu.
Ocena taka — dokonywana coraz czesciej za pomoca urzadzen komputero-
wych {Computer Assisted Sperm Analysis), a takze okre$lenie czasu przezy-
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Wania plemnikéw pozwala jedynie na odrzucenie ejakulatow ewidentnie nie-
przydatnych do mrozenia i inseminacji. Znacznie dokladniejsze, mikrosko-
powe badania morfologii i biochemii plemnikéw sg z kolei pracochtonne,
zmudne, a liczba ocenionych plemnikéw nie przekracza z reguty kilkuset.

Jedng z metod badawczych z powodzeniem wprowadzanych do oceny na-
sienia ssakOw w ciggu ostatnich lat jest cytometria przeptywowa. W metodzie
tej nasienie stanowi dogodny obiekt analiz — jest to jednorodna zawiesina
pojedynczych komoérek, a jedynym postepowaniem przygotowujagcym je do
barwienia jest dodatkowe rozrzedzenie. Plemniki posiadajg wiele struktur
i cech funkcjonalnych, ktére moga by¢ z powodzeniem badane za pomoca
cytometru przeptywowego. Nalezg do nich; integralnos¢ bton komérkowych,
metabolizm (aktywno$¢ enzyméw wewngtrzkomérkowych i aktywno$¢ mito-
chondrialna), zmiany zachodzace na powierzchni plemnikéw w trakcie ka-
pacytacji, uszkodzenia akrosomu, a takze struktura chromatyny i przebieg
jej ,.dojrzewania” w trakcie spermatogenezy.

2.1. Ocena bton komdrkowych

W ocenie integralnosci btony komorkowej stosuje sie barwniki fuorescen-
cyjne, ktérych podstawowa w tym przypadku cechg jest brak zdolnosci prze-
nikcinia przez nie uszkodzong btone komérkowa. W celu wyeliminowania
btednego zaliczania fragmentéw rozerwanych komorek jako catych komorek
uzywa sie zwigzkéw barwigcych jadro komdrkowe (DNA). W przypadku za-
stosowania barwnika tego typu $wiecg tylko komorki o uszkodzonej btonie
komadrkowej, a ogolng liczbe badanych plemnikéw zlicza sie na podstawie
niefluorescencyjnych parametrow: czotowego i bocznego rozproszenia Swiatta
laserowego [Forward & Side Scatter). W analizach plemnikéw najczesciej sto-
sowanym do tego celu zwigzkiem jest jodek propydyny (PI). Fluorochrom ten
wzbudzany jest standardowym w cytometrach laserem 488 nm, a maksimum
jego emisji przypada na pasmo czerwone. Barwienie komodrek jest proste,
a prébki mozna poddawac analizie niemal bezposrednio po dodaniu barw-
nika. Przydatno$¢ tego barwnika do oceny uszkodzen bton plemnikéw spraw-
dzono poréwnujac analizy w cytometrze przeptywowym z oceng mikroskopo-
wa rozmazow barwionych eozyna/nigrozyng (21). W badaniach tych wyka-
zano zadowalajgca zgodno$¢ wynikéw obu metod.

Woprowadzenie do analiz nasienia z udzialem Pl czasu jako dodatkowego
parametru (6) ujawnito, ze oprécz plemnikéw bez fluorescencji (z nie uszko-
dzong btong komorkowa) i z wyraznym Swieceniem (uszkodzonych) wystepuje
rowniez trzecia grupa o zmiennym poziomie fluorescencji. Plemniki tej grupy
charakteryzuja sie stopniowym wzrostem S$wiecenia w trakcie trwania ana-
lizy, a nastepnie jego spadkiem po zdekompresowaniu probki w cytometrze.
Liczebnos$¢ tej grupy moze sie waha¢ od kilku do ponad dwudziestu procent,
a cykle wzrostu i spadku fluorescencji powtarzajg sie ze stabngcym nasile-
niem Kilkakrotnie. Zaobserwowana zmienna fluorescencja wystepuje prawdo-
podobnie u plemnikéw zamierajacych, tzn. na poczatku procesu utraty in-
tegralnosci btony komarkowej i jeszcze aktywnym metabolizmie.
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Oprocz Pl do oceny struktury btony komérkowej plemnikéw bywajg cza-
sami stosowane réwniez inne barwniki, np. bromek etydyny (EB) (13) o po-
dobnych do Pl wiasciwosciach spektratnych, badz Hoechst 33258 (41), wzbu-
dzany Swiattem ultrafioletowym i posiadajgcy emisje w pasmie niebieskim.
Poniewaz cytometria przeptywowa oferuje moztiwos$¢ zastosowania i pomiaru
fluorescencji dwéch lub trzech barwnikéw naraz, ocene bton komérkowych
plemnikdw mozna przeprowadzi¢ réwnoczesnie z analizg innych cech: sto-
pnia uszkodzen akrosoméw i aktywnosci mitochondrialnej (13,16,21), enzy-
mow wewngtrzkomorkowych (16,18) badz tez z barwnikami DNA Zzywych
komoérek (17). Przy ztozonych analizach nalezy bra¢ pod uwage wiasciwosci
spektralne stosowanych barwnikéw, a w razie cze$ciowego pokrywania sie
pasm emisji fluorescencji dokonywac¢ odpowiedniej kompensaciji.

2.2. Ocena metabolizmu

W przypadku mikroskopowej oceny plemnikéw termin ,,zywe/martwe” od-
nosi sie do analizy przepuszczalnosci btony za pomocg barwienia eozyna/ni-
grozyna. Z punktu widzenia cytometrycznej analizy nasienia termin ten ma
szersze znaczenie. Obejmuje on oprécz opisanej oceny uszkodzenh zewnetrznej
btony komorkowej takze parametry funkcjonatne plemnikéw: aktywnos$é enzy-
matyczng i mitochondrialna.

Octagn fluoresceiny (FDA) jest niefluoryzujagcym zwigzkiem fatwo przeni-
kajacym przez nie uszkodzone btony komoérkowe. Przy udziale aktywnych
esteraz komoérkowych hydrolizuje on do wolnej fluoresceiny — barwnika $wie-
cacego jasno w pasmie zielonym. Garner i wsp. (18) zastosowali odmiane
FDA — octan karboksyfluoresceiny (CFDA) charakteryzujaca sie dtuzszg re-
tencjg w komodrkach. Podwdjne barwienie za pomocg CFDA i Pl przeprowa-
dzili na nasieniu mezczyzn, buhajéw, knuréw, pséw, ogieréw i myszy. Na
podstawie analizy cytometrycznej wykazano trzy grupy plemnikéw: Swiecace
zielono — aktywne enzymatycznie, Swiecgce czerwono — z uszkodzonymi
btonami komadrkowymi i Swiecace w obu pasmach. Po badaniach mikrosko-
powych tej ostatniej grupy okazato sie, ze fluorescencje zielong wykazywaty
akrosomy, podczas gdy chromatyna Swiecita w pasmie czerwonym. Plemniki
takie zostaty zatem uznane za uszkodzone. W analizie cytometrycznej trzech
grup plemnikéw dokonanej na 14 probkach mrozonego nasienia buhajow
okazato sie, ze jest ona dobrze skorelowana ze standardowymi metodami
oceny.

Badania majace na celu stwierdzenie aktywnosci mitochondrialnej prze-
prowadzit Evenson i wsp. (13). Zastosowat on rodamine 123 (R123), katio-
nowy bcirwnik wykazujacy emisje w pasmie zielonym. Fluorochrom ten wigze
sie z posiadajgcymi silny ujemny tadunek btonami aktywnych mitochon-
driow. Do oceny uszkodzeh zewnetrznych bton komorkowych uzyt bromku
etydyny (EB) o podobnych do Pl wiasciwosciach spektratnych. Na podstawie
uzyskanych wynikdw w przeprowadzonej analizie cytometrycznej nasienia
ludzkiego wykazano, ze intensywnos$¢ fluorescencji mitochondriéw jest wprost
proporcjonalna do ruchliwosci plemnikéw i spada wraz z uptywem czasu.
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Podobne analizy przeprowadzit Graham i wsp. (21) na nasieniu buhajow,
stosujae Pl w miejsee EB dla rozpoznania struktury btony komérkowej. Dla
oeeny przydatnosei tej teehniki zastosowat inhibitory metaboliezne pozwala-
jace stwierdzi¢ powigzania miedzy aktywnoscig mitochondriow a intensyw-
noscig fluorescencji R123. Dodatek fluorku sodu (NaF), bedacego inhibitorem
glikolitycznym, nie wptynat na fluorescencje mitochondriéw; natomiast inhi-
bitory mitochondrialne — rotenone i monensin spowodowaty spadek fluo-
rescencji o okoto 50%. Dodatek inhibitoréw nie wptynat natomiast na liczbe
plemnikéw z uszkodzong btona komérkowa.

2.3. Ocena akrosoméw i kapacytacji

Prawidtowy przebieg reakcji akrosomalnej jest jednym z niezbednych wa-
runkéw penetracji komarki jajowej, a w konsekwencji jej zaptodnienia. Ocena
stanu akrosomu ma zatem istotne znaczenie dla catosciowej oceny nasienia.
Jednym ze zwigzkoéw stosowanych do tego celu w cytometrii przeptywowej
sa lektyny (fitohemaglutyniny) — proteiny otrzym}nvane gtdwnie z roslin
motylkowych. Posiadajg one zdolno$¢ tworzenia specyficznych wigzan z mo-
no- i oligosachaiydami i sg szeroko stosowane jako zwiazki analityczne w ba-
daniach glikoprotein komérkowych. Lektyny same w sobie nie sg zwigzkami
fluorescencyjnymi, a do analiz cytometrycznych musza by¢ wyznakowane
odpowiednimi barwnikami — najczesciej fluoresceing (FITC) lub fikoerytiy-
na (PE). Graham i wsp. (21) w swej pracy dotyczacej kompleksowej oceny
nasienia buhajow zastosowali do badania akrosomow lektyne PSA {Piswn
Sativum Agglutinin). Reakcje akrosomalng wywotywano za pomocg dilauiylfo-
sfatydylocholiny (PC 12), lub lizofosfatydylocholmy (LPC), kontrole przebiegu
reakcji akrosomalnej stcinowity rozmazy nasienia barwione naftolem/eiytro-
zyng. Probki znakowano PSA/FITC oraz, w celu uwidocznienia plemnikéw
0 uszkodzonej btonie komoérkowej, jodkiem propydyny. W przeprowadzonych
analizach wykazano wzrost fluorescencji plemnikéw z akrosomami uszko-
dzonymi oraz z indukowang reakcjg akrosomalna. Niespecyficzne wigzanie
PSA z plemnikami o nie tknietych akrosomach powodowato pewien biad
oceny w stosunku do oceny mikroskopowej rozmazow. Biad ten okazat sie
jednak mozliwy do skorygowania poprzez odpowiednig elektroniczng obrobke
histograméw. Podobne badania, z uzyciem PSA, zostaty przeprowadzone row-
niez na nasieniu ludzkim (43). Reakcje akrosomalng wywoltywano w nich za
pomocg dodatku jonoforu wapniowego A23187 lub catonocnej inkubacji
w obecnosci CO2. Stwierdzono przy tym, ze cho¢ ocena cytometryczna jest
bardzo szybka i obiektywna, to w pewnych przypadkach musi by¢ ona uzu-
petniona kontrolg mikroskopowsa.

Wiasciwosci lektyn zostalty wykorzystane takze do Sledzenia procesu ka-
pacytacji plemnikéw: Ashworth i wsp. (1) przetestowali 21 lektyn na nasieniu
trykéw i knuréw, inkubowanym uprzednio w ptynie Tyrode'a w obecnosci
lub przy braku CO2. Wobec silnego toksycznego wpltywu lektyn na plemniki
opracowali oni metode szybkiego znakowania nasienia, pozwalajgcg zakon-
czy¢ analize juz w okoto 3 minuty po ich dodaniu. W przeprowadzonych
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lanalizach cytometrycznych i mikroskopowych stwierdzono znaczne zmiany
w intensywnosci i umiejscowieniu wigzan powierzchniowych lektyn. Plemniki
inkubowane w obecnosci CO2 wykazywaly w wiekszosci silniejsza 0gélng
fluorescencje z wyrdznieniem rejondw akrosomu, cho¢ w przypadku zasto-
sowania lektyny ECL {Enjthrina Cristagalli Lectin) zanotowano efekt odwrot-
ny, tj. spadek fluorescencji. Zmiany te nie bylty wywotane zachodzgcg reakcja
akrosomalna. Po takiej reakcji, indukowanej w prébkach kontrolnych za po-
mocg jonoforu A23187, zaobserwowano silny wzrost fluorescencji akroso-
moéw. Wzrost ten byt niezalezny od zmian zachodzacych w trakcie inkubacji
w ptynie Tyrode’a z CO2. W badaniach tych stwierdzono takze koniecznosé
uwidocznienia i tym samym eliminowania z analizy plemnikéw o uszkodzonej
btonie komérkowej. Silne powinowactwo lektyn do substancji wewnatrzkomor-
kowych powoduje bowiem ,,zacieranie” obrazu struktury glikoprotein powie-
rzchniowych plemnikéw.

Skomplikowana procedura znakowania lektynami, ich toksyczno$¢ powo-
dujgca szybki wzrost liczby plemnikéw martwych, a takze wynikle z nie-
specyficznego wigzania ryzyko btedu spowodowaty poszukiwania mozliwosci
badania reakcji akrosomalnej za pomocg przeciwciat monoklonalnych. Prace
z udziatem przeciwciat MH6! i CD46 skierowanych na antygeny wewnetrznej
btony akrosomalnej (41) zostaty przeprowadzone na nasieniu ludzkim; inne
przeciwciata — GB24, skierowane réwniez na wewnetrzne antygeny akro-
somu zastosowano do analiz nasienia ludzkiego (15) i knurzego (35). Wspo-
mniane przeciwciata wykazaty wysoka specyficznos¢ wigzan z akrosomami,
dajac jasna i silng fluorescencje plemnikoéw po reakcji akrosomalnej. Ponadto
GB24 jako przeciwciata niespecyficzne gatunkowo mogg by¢ stosowane takze
do badan nasienia buhajéw. W badaniach tych do uwidocznienia plemnikéw
z uszkodzonymi btonami komoérkowymi wprowadzono fluorochromy Hoechst
33258 (41) lub PI (15,35).

2.4. Ocena struktury chromatyny

W trakcie procesu spermatogenezy chromatyna plemnikéw ulega powaz-
nym przeksztatlceniom. Proees ten nazywany niekiedy ,,dojrzewaniem” ple-
mnikéw polega na wymianie biatek histonowych chromatyny na protaminy
— niewielkie proteiny o duzej zawartosci argininy i cysteiny, a nastepnie
utlenianiu grup sulfhydrylowych (-SH) tych protamin do postaci mostkéw
dwusiarczkowych (-S-S-). Procesom tym towarzyszy silna kondensacja chro-
matyny.

Na podstawie analiz nasienia pobranego z réznych odcinkéw najadrzy
szczurow i myszy (38), a takze chomikéw (44) stwierdzono mozliwos$¢ Sle-
dzenia przebiegu tego procesu za pomocg cytometrii przeptywowej. Wykorzy-
stano do tego celu fluorochrorn mBBr (monobromobirnane) wigzacy sie se-
lektywnie z grupami sulfhydrylowymi. Barwnik ten wzbudzany jest Swiattem
ultrafioletowym, a Swieci w pasmie niebieskim. Analizujac nasienie buhajéw
i ludzkie (38) stwierdzono istotne roznice w zawartosci grup -SH pomiedzy
ejakulatami poszczegdllnych osobnikéw. Gledhill i wsp. (19) barwigc nasienie
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szczuréw i myszy fluorochromem CPM (7-diethylamino-3-[4’-maleimidylphe-
nyl]-4-methylcoumarin) zauwazyli znaczny spadek liczby grup sulfhydrylo-
wych w trakcie przesuwania sie plemnikow pomiedzy trzonem a ogonem
najadrzy.

Ztozone procesy kondensacji chromatyny sg bardzo wrazliwe na czynniki
zakldcajgce ich przebieg. Metoda oceny struktury chromatyny plemnikowej
{Sperm Chromatin Structure Assay, SCSA) (14) opiera sie stwierdzeniu, ze
DNA komoérkowe posiada zmienng wrazliwo$¢ na denaturacje podwyzszona
temperaturg lub niskim pH (11). Wrazliwos$¢ ta zalezy od stadium wzrostu
i réznicowania komorki, zaktécen tych proceséw, badz dziatania czynnikoéw
toksycznych. W metodzie SCSA wykorzystuje sie metachromatyczne wiasci-
wosci oranzu akiydyny (AO). Barwnik ten zwigzany z podwdjng nicig DNA
fluoryzuje w pasmie zielonym, w potaczeniu z RNA i pojedynczg niciag DNA
— w pasmie czerwonym. Po tagodnej denaturacji chromatyny za pomocg
temperatury, badz obnizonego pH, u plemnikéw z nieprawidtowsg jej stru-
kturg nastepuje wzmocnienie fluorescencji w pasmie czerwonym. Ten wzrost
Swiecenia wyrazony jest indeksem at, gdzie at= czerwona/(czerwona+ zielona)
fluorescencja. W zwigzku z tym, ze RNA w plemnikach praktycznie nie wy-
stepuje, at pozwala okresli¢ wylacznie przyrost zdenaturowanego DNA. Me-
toda ta, juz bez udziatlu denaturacji, umozliwia réwniez $ledzenie przebiegu
zmian jakim podlega chromatyna w trakcie spermatogenezy. Yossefi i wsp.
(44) wykorzystujac zaréwno mBBr, jak i AO obserwowali przebieg dojrzewa-
nia chromatyny plemnikéw w najadrzach chomika. Stwierdzili oni, ze proces
oksydacji grup sulfhydrylowych nastepuje gtéwnie w ogonie najadrzy, pod-
czas gdy zasadnicza kondensacja chromatyny zachodzi wcze$niej — w gto-
wie najadrzy. Zaobserwowano ponadto ostabienie zdolnosci taczenia sie cza-
stek AO z DNA w miare postepowania procesu kondensacji.

W badaniach przeprowadzonych na duzej liczbie mrozonych ejakulatéw
buhajow (2) wykazano wystepowanie wysokiej korelacji miedzy wrazliwoscig
chromatyny na denaturacje a ptodnoscig uzyskiwang po inseminacji tym
nasieniem, przy czym poziom tej wrazliwosci odzwierciedla nawet niewielkie
réznice ptodnosci (badania wiasne, w przygotowaniu do druku). Podatnosé
na denaturacje maleje wraz z wiekiem zwierzecia. W analizie ejakulatéw
dwéch grup buhajow w wieku 14 miesiecy i 4 lat wykazano w grupie starszej
zwiekszong odpornos¢ chromatyny na denaturacje i odpowiedni wzrost
wskaznika niepowtarzalnosci po inseminacji tym nasieniem (27).

Metode SCSA wykorzystano takze do oceny wplywu rozrzedzalnika na
mrozone nasienie (28). Sprawdzano w tym przypadku efekt uzycia do mro-
zenia nasienia buhajow kombinacji rozrzedzalnikéw mlekowego i z6ttkowego.
W trakcie analiz stwierdzono m.in. zwiekszong podatno$¢ na denaturacje
chromatyny plemnikéw mrozonych uprzednio w rozrzedzalniku mlekowym.
Sailer i wsp. (36) przeprowadzili poréwnanie ptodnosci, struktury chroma-
tyny oraz szesnastu parametréw morfometrycznych gtéwek plemnikéw bu-
hajéw barwionych metodg Feulgena. W analizach wykazano wystepowanie
istotnych korelacji pomiedzy ptodnoscia, poziomem wraztiwosci chromatyny
na denaturacje, oraz takimi parametrami gtowek plemnikéw jak: diugosé.
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szeroko$¢, powierzchnia, obwod, stosunek obwaod/powierzchnia, stopien ,,ku-
listosci” i nieregularnosci ksztattu gtéwki.

Evenson i wsp. (12) dokonati metoda SCSA oceny struktury chromatyny
ptemnikdéw myszy, szczuréw, buhajow, trykéw, knuréw, ogieréw i indykow.
Przeprowadzajac analizy na szesciu typach cytometrow ortogonalnych i epi-
ituminacyjnych réznych producentéw osiggneli zadowalajgca powtarzalnosé
wynikéw wykazujac przydatno$¢ metody dla oceny chromatyny plemnikow.

Podwyzszona wrazliwosé chromatyny na denaturacje jest dodatnio sko-
relowana z obecnoscig w plemnikach luZznych krétkich odcinkéw DNA, be-
dacych wynikiem degradacji chromatyny. Oba te zjawiska sa charakterysty-
czne dla apoptozy — aktywnej, ,,samobdjczej” Smierci komoérek. Istnieje inte-
resujaca teoria (10,20), ze te zachodzgce w plemnikach procesy sa przejawem
istnienia zblizonego do apoptozy mechanizmu zmierzajgcego do wyelimino-
wania plemnikéw niosacych genetyczne defekty. Poniewaz mechanizm ten
unachamiany jest w koncowym stadium spermatogenezy, w komorkach wy-
soce zrdznicowanych, czes¢ efektorow apoptotycznych jest juz nieczynna.
Caly proces ogranicza sie zatem do aktywacji endonukleaz ,,tngcych” DNA
na charakterystyczne, krotkie fragmenty. Plemniki takie mogg odznaczac sie
normalng aktywnoscig mitochondrialng, ruchliwoscig, a w pewnych przy-
padkach nawet prawidtowg morfologia.

W przeciwienstwie do innych metod fluorescencyjnych, takich jak trady-
cyjna mikroskopia fluorescencyjna lub konfokalna, cytometria przeptywowa
nie daje konwencjonalnego obrazu komorki z widocznym jej ksztattem lub
organellami. Obrazem analizy cytometrycznej jest tylko intensywnosc¢ fluo-
rescencji barwnika przedstawiana w formie histograméw. Z faktu tego po-
Srednio wynikajg podstawowe zalety metody: wielka szybko$¢ analiz, doklad-
nos¢ i obiektywizm otrzymanych wynikdéw, elastyczno$¢ zastosowan oraz mo-
zliwos¢ wydajnego rozdzielania (sortowania) komorek na podstawie zadanych
kryteribw. Zwykle szybkos$¢ przeptywu, odczytu i sortowania w cytometrze
wynosi kilkaset komoérek na sekunde, cho¢ w przypadku samej tylko analizy
moze siegna¢ nawet kilku tysiecy. Wydajnos$¢ taka jest niemozliwa do uzy-
skania w analizie mikroskopowej, gdzie zliczenie przecietnej prébki 200-300
komorek zajmuje kilka minut. W przypadku cytometrii przeptywowej mozliwe
jest ponadto stosowanie rownoczesnie 2-3 barwnikéw, ktérych fluorescencja
jest precyzyjnie kwantyfikowana, co w zwyklym mikroskopie jest w ogole
niemozliwe. Nalezy jednak przy tym pamietaé, ze cytometria przeptywowa
i mikroskopia fluorescencyjna sa metodami w duzym stopniu uzupetniajacy-
mi sie. Wstepna analiza mikroskopowa czesto poprzedza cytometryczng i tra-
ktowana jest jako kontrola skutecznosci barwienia fluorochromami i wykry-
cia ewentualnych, niespecyficznych wigzan jak to ma na przyktad miejsce
przy znakowaniu plemnikéw lektynami.

W przypadku nasienia wazne znaczenie ma to, ze dla wykonania analizy
konieczna jest niewielka probka — Kkilkadziesiat tysiecy plemnikéw w zu-
petnosci wystarcza do tego celu. Dodatkowag korzy$¢ stanowi mozliwos¢ oceny
pewnych cech réwnoczesnie, np. integralnosci bton komérkowych z aktyw-
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noscig esteraz, strukturg akrosomu lub aktywnos$cig mitochondrialng. Wpro-
wadzenie czasu jako dodatkowego, niefluorescencyjnego parametru pozwala
$ledzi¢ d3mamike pewnych proceséw zachodzacych w plemnikach, jak to ma
miejsce w przypadku badan bton komérkowych. Dane zawierajace informacje
0 kazdym badanym plemniku sg zapisywane komputerowo. Mogg by¢ zatem
w dogodnej chwili poddawane dalszym analizom i obliczeniom statystycznym.

Koszty cytometrycznych analiz plemnikéw z reguty nie przekraczajg na-
kladéw przeznaczonych na analizy mikroskopowe. Wyjatkiem sg badania
z wykorzystaniem drogich przeciwciat monoklonalnych. Zasadniczg prze-
szkodg w upowszechnieniu metody jest wysoka cena samego urzadzenia oraz
konieczno$¢ posiadania wysokich kwalifikacji do jego obstugi. Trudnosci te,
jak sie wydaje, sg w duzym stopniu jednak rekompensowane szerokim za-
kresem zastosowan metody zaréwno w diagnostyce, jak i w badaniach na-
ukowych.
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Flow cytometry in mammalian sperm sexing and quality measurement
Summary

Flow cytometry is a powerful technique for measurements of many structural and functional
cell parameters. In sperm analyses it offers several advantages over the formerly used methods:
high accuracy, possibility of measuring two or even three parameters simultaneously and ana-
lysis of a high number of cells per second. Moreover, at present it is the only technique which
allows sperm sorting of X- and Y-fractions with high purity.

The paper is a review of the flow cytometry applications in sperm sexing and measurements
of quality parameters: membrane integrity, acrosome status, mitochondrial and esterase activity
and sperm chromatin structure.
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