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Summary

Flow cytometry is a modern and powerful technique for the measurements
of many sperm cells’ parameters as well as sperm sexing. In sperm examination,
it offers several advantages over the formerly used methods: high accuracy, pos-
sibility of measurements two or even three parameters simultaneously and anal-
ysis of large number of cells per second. Moreover, at present, it is the only
technique which allows reliable 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 sperm chromatin structure.
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1. Wprowadzenie

Cytometria przeptywowa Jest metodg rozwijajaca sie w ostat-
nich dwudziestu latach niezwykle dynamicznie. Dzieki szybkie-
mu postepowi w elektronice powstaly urzadzenia pozwalajgce
na analize nawet 100 000 komoérek w ciggu sekundy. Wprowa-
dzane do uzycia nowe markery o réznych witasciwosciach biofi-
zycznych i spektralnych, a takze rozbudowa samych cytometréw
umozliwiajg obecnie obserwacje do kilkunastu barw - a zatem
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i cech - réwnoczesnie z kazdej komodrki. Odpowiednio wzrosta takze szybkos¢
sortowania badanych komoérek, podnoszac wielokrotnie wydajnos¢ metody.

Cytometria przeptywowa znajduje zastosowanie w badaniach dotyczacych za-
réwno $wiata roslin jak i zwierzat; w badaniach cech strukturalnych jak i funkcjonal-
nych komoérek; wykorzystywana jest w pracach badawczych i w standardowej dia-
gnostyce. Nic zatem dziwnego, ze metoda ta zostala wykorzystana réwniez na po-
trzeby badan nasienia ssakow. Plemniki sg z punktu widzenia cytometrii przeptywo-
wej niemal idealnym obiektem do badan. Wystepuja one jako zawiesina pojedyn-
czych komérek w osoczu nasienia, przy stosunkowo niewielkim udziale komoérek in-
nego typu. Duze koncentracje plemnikéw w ejakulatach (w zaleznoéci od gatunku:
od kilku milionéw do kilku miliardéw/ml), oraz tatwos¢ ich uzyskania dajg do dyspo-
zycji odpowiedni ,nadmiar’ komoérek do badan.

W artykule tym zostang omoéwione dwa aspekty zastosowania cytometrii prze-
ptywowej w pracach z nasieniem ssakow: rozdziat nasienia na frakcje ptemnikéw
przenoszace chromosom X oraz Y - tzw. ,seksowanie” nasienia oraz ocena jednej
z cech jakosci plemnikéw - stopnia uszkodzenia struktury chromatyny.

2. Seksowanie nasienia

Mozliwos¢ regulacji pici jest ideg przyciggajaca uwage hodowcéw zwierzat z co
najmniej dwoéch powodéw. Po pierwsze, mozliwos¢ dysponowania ,na zyczenie”
wiekszg liczbg samic w stadzie jest korzystne z punktu widzenia prac hodowlanych;
po drugie, przewaga samcow z ich wyzszymi nawet o kilkanascie procent przyrosta-
mi masy ciata jest bardzo pozgdana z ekonomicznego punktu widzenia w fermach
towarowych, przeznaczajgcych zwierzeta na ubdj.

Zainteresowanie metodami rozdziatu plemnikéw zwierzat notuje sie juz od czasu
szerokiego wprowadzenia inseminacji do praktyki hodowlanej bydta. Ze wzgledéw
praktycznych bytaby to najwygodniejsza metoda regulacji pici - jednorodne frakcje
plemnikéw przenoszgcych chromosomy X lub Y mogtyby by¢ zamrazane i wykorzysty-
wane do standardowej inseminacji. Poczatkowo jednak zasadniczg barierg pozostawat
brak wiarygodnych i szybkich metod identyfikacji ,ptci” plemnikow, a takze mozliwos-
ci skutecznego odseparowania ,rozpoznanych” juz frakcji. Juz od lat pieédziesiatych
przeprowadzano préby fizycznego rozdziatu nasienia buhajéw na frakcje ,meska”
i ,zenska”. Opieraly sie one na wykorzystaniu zaktadanych r6znic pomiedzy plemnika-
mi niosgcymi chromosomy X i Y, a dotyczacymi wielkosci i ciezaru (1), szybkosci poru-
szania sie (2), tadunku elektrycznego (3), wkasciwosci powierzchni plemnikow (4), jak
réwniez réznic o charakterze immunologicznym (5,6). Wymienione metody okazaty
sie jednak niezadowalajgce z powodu niskiej doktadnosci i wydajnosci, lub tez jako
dajace mozliwos¢ odseparowania tylko jednej frakcji nasienia. Rozdzielone w ten spo-
s6b nasienie posiadato ponadto niewielka zdolno$¢ zaptadniajaca. W rezultacie zadna
ze wspomnianych metod do dzisiaj nie znalazta praktycznego zastosowania.
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Wiekszo$¢ metod stosowanych dotgd do rozpoznawania plemnikéw ,meskich”
i ,zenskich” opiera sie na réznicy wielkosci pomiedzy chromosomami X i Y. U wiek-
szosci gatunkéw ssakéw chromosom Y jest najmniejszym, badz jednym z najmniej-
szych elementéw w calym komplecie (7). Roznice te wykorzystuje réwniez cytome-
tria przeptywowa - obecnie jedyna metoda dajaca praktyczna mozliwosé seksowa-
nia plemnikéw. Pomyst jej wykorzystania do rozdziatu nasienia wedtug ,,ptci” naro-
dzit sie na poczatku tat osiemdziesigtych, kiedy Pinkel i wsp. (8) stwierdzili mozli-
wos$¢ dokonania precyzyjnego pomiaru DNA oraz réznic jego zawartosci pomiedzy
plemnikami niosgcymi chromosom X lub Y. Barwili oni utrwalone plemniki kilku ga-
tunkéw ssakéw bromkiem etydyny, mitramycyna lub DAPI. Podobne badania z wy-
korzystaniem fluorochromu Hoechst 33342 przeprowadzit Keeler i wsp. (9). Barw-
nik ten, stosowany do dzisiaj w seksowaniu nasienia, tatwo przenika przez nieusz-
kodzone btony zywych komérek, taczy sie stechiometrycznie z DNA w okolicach par
zasad A-T, a wzbudzany $wiattem ultrafioletowym fluoryzuje w pasmie 450 nm. Na
podstawie wspomnianych badan okreslono doktadne réznice w ilosci DNA pomie-
dzy plemnikami X i Y (tab.).

Tabela

Réznice w ilosci DNA pomiedzy plemnikami niosgcymi chromosomy X i Y

Gatunek Réznice w ilosci DNA (%)
czlowiek 2,8
krolik 3,0
knur 3,6
kon 3,7
buhaj 38
pies 3,9
tryk 4,2
szynszyl 7,5

W drugiej potowie lat osiemdziesigtych dokonano pierwszych préb sortowania
nasienia tg metodg (10). Nasienie buhaja, knura i tryka zostato dla utatwienia analizy
pozbawione witek. W przeprowadzonej reanalizie nasienia $wiezego, barwionego
fluorochromem Hoechst 33342 wykazano, ze doktadnos$¢ separacji wynosita 86%
w przypadku plemnikéw ,zenskich” oraz 81% w przypadku ,meskich”. W kolejnych
badaniach (11) wykazano, ze barwione Hoechstem 33342 i sortowane plemniki bu-
haja i krélika moga zachowac¢ ruchliwos¢ i zdolnos$¢ zaptadniajaca. Po inseminaciji
sortowanym nasieniem buhaja uzyskano istotne przesuniecie proporcji pici potom-
stwa. Zanotowano jednak znaczne obnizenie ptodnosci, gdyz w wyniku inseminacji
w>'cielito sie zaledwie 30% kréw.

W petni skutecznego rozdziatu plemnikéw dokonano w kohcu lat osiemdzie-
sigtych na nasieniu krélika (12). W przeprowadzonej reanalizie nasienia Swiezego.
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barwionego Hoechstem 33342 wykazano, ze doktadnos$¢ separacji wynosita S6%
w przypadku plemnikéw ,zenskich”, oraz 81% w przypadku ,meskich”. Rozdzielone
plemniki wprowadzane byly chirurgicznie do macicy krélic. Uzyskano ok. 28% wyko-
tow; potomstwo urodzone po inseminacji frakcjg X byto w 94% ptci zenskiej, nato-
miast po inseminacji frakcjg Y w 81% meskie. Nieco gorsze rezultaty osiggnieto sor-
tujac nasienie knura (13). Réwniez w tym przypadku skutecznos¢ rozdziatu ocenia-
no na podstawie reanalizy i inseminacji chirurgicznej loch. Odsetek prosiat pici zen-
skiej po inseminacji ,zenska” frakcjg wyniést 74%, a pici meskiej po inseminaciji
.meskyg” frakcjg - 68%.

We wspomnianych pracach wykazano, ze istnieje realna mozliwo$¢ seksowania
nasienia. W badaniach tych wskazano réwnoczesnie na pewne istotne ograniczenia
metody, z ktérych najwazniejsza byta niewielka szybko$¢ sortowania, osiggajaca
przecietnie 100-200 komérek/sekunde. Na szybkos¢ te, oprdcz niskiej wydajnosci
samych sorteréw, wptywat w sposob posredni specyficzny plaski ksztalt gtéwek
plemnikéw, powodujacy zjawisko soczewkowania fluorescenciji. Polega ono na ugi-
naniu fluorescencji pochodzacej z wnetrza ku krawedziom gtéwki plemnika. Fluore-
scencja nie jest zatem dystrybuowana réwnomiernie wokot catej gtowki, lecz so-
czewkowana w kierunkach zblizonych do jej ptaszczyzny (rys. 1). W przypadku ana-
liz ilosci DNA plemnikéw, gdzie spodziewane réznice fluorescencji sg niewielkie,
zjawisko to ma skrajnie niekorzystny charakter. Plyngce w punkcie analizy plemniki
ustawiajg sie w sposob losowy w kierunku detektoréw, zatem réznice intensywnos-
ci fluorescencji wynikajgce z jej soczewkowania catkowicie zagtuszajg réznice spo-
wodowane rzeczywistg iloscig DNA w komdrce. Zjawisko to wymagalo zastosowa-
nia specjalnych modyfikacji cytometrow przeptywowych polegajgcych na: a) zmianie
ksztattu dyszy wylotowej, b) odczytywaniu fluorescencji DNA plemnikéw réwnoczes-
nie przez dwa detektory umieszczone pod katem 90° (14). Zmodyfikowana w ten
sposob dysza powodowata sptaszczenie strumienia cieczy z plemnikami do postaci
wstegi tak, by ich gtéwki uktadaly sie w wiekszosci w tej samej ptaszczyznie (rys. 2),
natomiast przeniesienie detektora pozwolito na odczyt fluorescencji DNA réwniez
z czesci plemnikéw ustawionych ,nieprawidtowo”. Mimo takich rozwigzan nadal
czes¢ plemnikéw byta odrzucana z analizy i sortowania, zmniejszajgc tym samym
wydajnos¢ seksowania.

gtéwka plemnika

®"c/

Rys. 1. Zjawisko soczewkowania fluorescencji przez plemnik. Widoczny przekrdj poprzeczny przez
gtéwke plemnika.
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Rys. 2. Ksztalt zmodyfikowanej dyszy komory przeplywowej. Schematycznie zaznaczono plynace
plemniki.

Osobnym problemem pozostaje wptirw barwnika i wzbudzajgcego go Swiatta la-
serowego na zdolnos¢ zaptadniajgca seksowanych plemnikéw oraz poézniejszy roz-
woj zarodka. Wspomniano, ze stosowanym przy separacji nasienia fluorochromem
jest Hoechst 33342, wzbudzany $Swiattem UV o dlugosci 350 nm. Wysuwane po-
czgtkowo obawy nie znalazly jak dotgd potwierdzenia. W przypadku barwionych
tym zwigzkiem plemnikdw buhaja obserwowano wprawdzie nieznaczne obnizenie
zdolnosci do zaptodnienia in vitro, jednak nie dotyczyto ono wszystkich badanych
ejakulatéw. Podobnie nie potwierdzity sie zastrzezenia dotyczace uszkodzen chro-
mosomow, czy tez wad potomstwa jako rezultatu zaptodnienia barwionymi plemni-
kami (15). Takze w przeprowadzonych badaniach wplywu wigzki Swiatta UV na
plemniki nie potwierdzono wczes$niejszych zastrzezen (16).

W obecnych cytometrach przeptywowych, specjalizowanych w seksowaniu na-
sienia wykorzystuje sie omoéwione i udoskonalone modyfikacje razem z nowoczesng
elektronikg. Pozwala to na osiggniecie dobrej wizualizacji plemnikow X i Y (rys. 3)
przy przeplywie ok. 40 000 komorek/sekunde i uzyskanie w ciggu godziny ok. 11 min
ruchliwych plemnikéw o czystosci frakcji 90% (17). W szeroko zakrojonych doswiad-
czeniach polowych, obejmujgcych inseminacje seksowanym nasieniem 1000 jato-
wek (18) osiggnieto 90% potomstwa zaktadanej pici przy zachowaniu ptodnosci in-
seminowanych jatéwek na poziomie 90% w stosunku do grupy kontrolnej insemino-
wanej zwyklym nasieniem.

W chwili obecnej, dwadziescia lat po tym jak cytometria przeplywowa zostata
z powodzeniem zastosowana do rozpoznania plemnikéw X i Y, seksowane nasienie
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Rys. 3. Obraz plemnikéw X i Y buhaja, uzyskany w cytometrze przeptywowym MoFlo SX (Cytoma-
tion, USA). Na osiach x i y odczyt fluorescencji DNA z dwoch detektoréw ustawionych pod katem 90°.

jest juz komercyjnie dostepne w takich krajach jak np. Stany Zjednoczone, Wielka
Brytania, Niemcy.

3. Ocena jakosci nasienia

Stosowane szeroko mikroskopowe metody oceny jakosci plemnikow posiadajg
szereg istotnych ograniczen wplywajacych w powazny sposéb na ich doktadnosé
i wydajnosé. Badania mikroskopowe preparatow sg zmudne i pracochtonne, a ich
koricowy wynik w niemalym stopniu zalezy od doswiadczenia lub stopnia zmecze-
nia oceniajgcego. Plemniki ssakéw posiadaja wiele struktur i cech funkcjonalnych,
ktére moga by¢ z powodzeniem badane zaréwno za pomoca mikroskopu, jak i cyto-
metru przeptywowego. W wielu przypadkach zatem zamiana techniki mikroskopo-
wej na cytometrie przeptywowa pozwala na znaczne przyspieszenie i obiektywiza-
cje analiz plemnikéw. Dzieje sie tak np. w przypadku oceny uszkodzen bton komoér-
kowych (19-21), aktywnosci enzyméw wewnagtrzkomoérkowych (22), aktywnosci mi-
tochondrialnej (23), zmian zachodzacych na powierzchni plemnikéw w trakcie kapa-
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cytacji, czy tez uszkodzen akrosomu (24-26). Wspomniane cechy razem z pozo-
statymi, badanymi tradycyjnie: ruchliwoscig i morfologia sg jednak Scisle ze sobg
powigzane. Dotyczg one oceny mozliwosci ,dostarczenia” przez plemnik materiatu
genetycznego (chromatyny) do oocytu, natomiast nie dostarczajg informacji o jakos-
ci samej chromatyny. Z tego powodu na szczego6lng uwage zastuguje mozliwos¢
oceny uszkodzen struktury chromatyny plemnikowej za pomocag cytometrii prze-
ptywowe;.

W trakcie procesu spermatogenezy chromatyna plemnikéw ulega powaznym
przeksztatceniom. Proces ten nazywany niekiedy ,dojrzewaniem” plemnikéw pole-
ga na wymianie biatek histonowych chromatyny na protaminy - niewielkie prote-
iny o duzej zawartosci argininy i cysteiny, a nastepnie utlenianiu grup sulfhydrylo-
wych (-SH) tych protamin do postaci mostkéw dwusiarczkowych (-S-S-), co prowadzi
w efekcie do silnej kondensacji chromatyny. Ztozony mechanizm kondensacji jest
bardzo wrazliwy na czynniki zaki6cajace jego przebieg i powodujace liczne uszko-
dzenia struktury chromatyny, dobrze widoczne w mikroskopie elektronowym (27).
Metoda cytometrycznej oceny struktury chromatyny plemnikowej (Sperm Chromatin
Structure Assay, SCSA) (28) opiera sie na rozpoznaniu charakterystycznej cechy jej
uszkodzen - zwiekszonej wrazliwosci na denaturacje. W metodzie SCSA wykorzy-
stuje sie metachromatyczne wiasciwosci oranzu akrydyny/AO/. Barwnik ten zwigzany
z podwojng nicig DNA fluoryzuje w pasmie zielonym, w potgczeniu z RNA i poje-
dyncza nicig DNA - w pasmie czerwonym. Po indukowanej denaturacji chromatyny
za pomocg temperatury, badz obnizonego pH, u plemnikéw z nieprawidtows jej
strukturg nastepuje wzmocnienie fluorescencji w pasmie czerwonym. Ten wzrost
Swiecenia wyrazony jest indeksem at, gdzie at = czerwona / (czerwona + zielona)
fluorescencja (rys. 4).

W licznych badaniach przeprowadzonych zar6wno na nasieniu zwierzat (29-32)
jak i ludzi (33-36) wykazano Scista zalezno$¢ pomiedzy ptodnoscia a stopniem uszko-
dzen chromatyny plemnikowej. Nadal nie jest jednak jasne jakie jest podtoze pod-
wyzszonej wrazliwosci chromatyny na denaturacje. Z jednej strony wskazuje sie, ze
moze ona by¢ wynikiem nieprawidtowej kondensacji zaburzonej takimi czynnikami
Srodowiskowymi jak: podwyzszona temperatura ciata (37) lub czynniki toksyczne
(38-40), czy tez wptywem sktadnikdéw rozcienczalnika w jakim nasienie jest przecho-
wywane (41,42). Z drugiej strony zauwazono, ze podwyzszonej wrazliwosci chroma-
tyny na denaturacje towarzyszy w plemnikach obecnos¢ luznych krétkich odcinkéw
DNA, bedacych wynikiem jej degradacji. Oba te zjawiska s charakterystyczne dla
apoptozy - aktywnej, ,samobdjczej” Smierci komorek. Stad wysuwana jest teoria
(43-45), ze uszkodzenia chromatyny plemnikowej moze mie¢ bardziej skomplikowa-
ny mechanizm. Miatby on na celu wyeliminowanie plemnikéw niosacych genetyczne
defekty. Poniewaz mechanizm ten uruchamiany jest w kohicowym stadium sperma-
togenezy, w komoérkach wysoce zréznicowanych, czesé efektoréw apoptotycznych
jestjuz nieczynna. Caly proces ogranicza sie zatem do aktywacji endonukleaz tngcych
DNA na charakterystyczne, krotkie fragmenty. Plemniki takie mogg odznaczac sie
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Rys. 4. Przyktady oceny struktury chromatyny plemnikowej (SCSA). Przyktad A - 1,2% plemnikéw
z uszkodzong chromatyng, przyktad B - 73,6% uszkodzonych plemnikéw. Histogramy po lewej - flu-
orescencja zdenaturowanej chromatyny (0$ pozioma) i chromatyny prawidtowej (0$ pionowa). Histogra-
my po prawej - parametr kalkulowany a".

normalng aktywnoscig mitochondrialng, ruchliwoscia, a w pewnych przypadkach na-
wet prawidiowa morfologia.

W badaniach zwierzat stwierdzono ponadto, ze wyzsza wrazliwo$s¢ chromatyny
na denaturacje wystepuje w sposéb naturalny u samcow mtodych i zanika po osiag-
nieciu dojrzatosci (31).

Mimo doniesien o istnieniu korelacji pomiedzy uszkodzeniami chromatyny a po-
zostatymi cechami jakosci plemnikéw (32,35) wydaje sie, ze istnieje mocniejsza ar-
gumentacja na rzecz braku takiej zaleznosci (30,43,44). Uwaza sie ponadto, ze -
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przynajmniej w przypadku ludzi - uszkodzenia chromatyny moga by¢ odpowie-
dzialne za zamieranie zarodkéw w poczatkowych fazach ich rozwoju (33). Obserwa-
cje te stanowig posrednie potwierdzenie hipotezy o apoptotycznym mechanizmie
uszkodzen chromatyny plemnikowej.

Interesujgce sg szczegoOtowe obserwacje zaleznosci uszkodzen chromatyny plem-
nikowej i ptodnosci u ludzi. Okreslono w nich granice catkowitej nieptodnosci mez-
czyzn na bardzo niskim poziomie ok. 30% (34,46), lub nawet 25% plemnikéw z uszko-
dzong chromatyng (35). Te zaskakujgce wyniki mogg swiadczy¢ o tym, ze w ejakula-
tach istnieje takze proporcjonalna grupa plemnikéw o niedajgcych sie wykry¢ me-
todg SCSA uszkodzeniach chromatyny. Niestety, nie istniejg jak dotagd podobne pra-
ce prowadzone na nasieniu zwierzat.

Koszty cytometrycznych analiz plemnikéw sa poréwnywalne z kosztami analiz
mikroskopowych. Wysoka cene samego urzadzenia rekompensuja wieksze mozli-
wosci tej techniki. Cytometria przeptywowa juz znalazta szerokie zastosowanie
w badaniach i diagnostyce ptodnosci w medycynie ludzkiej. Podobne tendencje ob-
serwuje sie obecnie takze w badaniach nad rozrodem zwierzat.
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