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I< onwencjonalne, rutynowe metody oce-
ny jako$ci nasienia in vitro opieraja sie
na subiektywnym oszacowaniu ruchliwo-
$ci plemnikéw i mikroskopowej ocenie
koncentracji i morfologii meskich gamet.
Podstawowym problemem dotyczacym in-
terpretacji wynikéw wspomnianych metod
badania nasienia jest relatywnie mala po-

wtarzalno$¢ i zréznicowanie uzyskiwanych
rezultatéw. Uwarunkowane jest to wieloma
czynnikami, z ktérych nalezy wymieni¢: do-
$wiadczenie przeprowadzajacego badanie,
liczbe poddanych ocenie komorek, réznice
w sporzadzaniu preparatéw, trudnosci z wi-
zualng oceng charakterystyki ruchu plem-
nikéw (1, 2). Przeprowadzenie miarodaj-

nej analizy ruchliwo$ci plemnikéw metoda
mikroskopowa nastrecza wiele trudnosci.
Uzyskiwane wyniki uzaleznione sa przede
wszystkim od temperatury ocenianej préb-
ki oraz wprawy przeprowadzajacego bada-
nie. Prowadzi to do réznic uzyskiwanych
rezultatéw przy ocenie tego samego eja-
kulatu przez rézne osoby lub laboratoria.
Réznice pomiedzy wynikami subiektywnej
oceny wlasciwosci ruchowych plemnikéw
jednego ejakulatu siegaja 30-60% (2).

W celu ograniczenia zréznicowania wyni-
kéw badania nasienia doskonalono wiele urza-
dzen oraz systeméw analogowo—kompute-
rowych i komputerowych. Zaproponowano
w tym zakresie kilka metod, takich jak anali-
z¢ fotometryczng, turbidymetrie oraz spek-
troskopie laserowo—dopplerowska (3, 4, 5).
Komputerowo wspomagana analiza jako$ci
nasienia (computer assisted sperm analysis

* Referat wygloszony 13 X 2005 r. w Krakowie podczas 17. spotkania lekarzy weterynarii Unii Europejskiej zajmujacych sie inseminacjg.
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Coventional routine methods of in vitro evaluation
of semen quality have been based on subjective es-
timation of spermatozoal motility and microscopic
examination of sperm concentration and morpholo-
gy. These methods major limitation is the high coeffi-
cient variation in results interpretation depending on
many factors - technician skills and experience, the
number of evaluated spermatozoa, subtle differen-
ces in sample preparation, the conditions applied for
sperm motility test and many others. Thus, there is
a strong need to introduce computer assisted sperm
analysis (CASA) for animals reproduction and for vete-
rinary purposes. This method has been used for more
than 25 years to evaluate human sperm. Track ana-
lysis of an individual spermatozoon allows to assess
accurately the total sperm motility, progressive mo-
tility, velocity parameters, linearity of spermatozoal
movement and also morphology of the cell. This ar-
ticle presents principles of CASA to encourage vete-
rinarians to use this method as a routine in animals
breeding and reproduction programmes.

Keywords: semen, computer-aided evaluation.

— CASA) jest wykorzystywana z powodze-
niem od ponad 25 lat w celach praktycznych
i badawczych, zaréwno przez osrodki terapii
zaburzen plodnosci czlowieka, jak i osrodki
rozrodu zwierzat (6, 7). Automatyczna ocena
poddanych analizie toréw ruchu poszczegél-
nych plemnikéw pozwala na szybkie i doktad-
ne obliczenie odsetka plemnikéw ruchliwych,
odsetka plemnikéw o ruchu postepowym oraz
na opis wielu wlasciwosci zwiazanych z szyb-
koscig i liniowoscia ruchu plemnikéw. Anali-
zatory umozliwiaja ponadto przeprowadzenie
zautomatyzowanej oceny morfologii plemni-
kéw. W osrodkach leczenia zaburzen ptodno-
$ci cztowieka systemy CASA wykorzystywa-
ne sa w gléwnie w celu oceny jakosci nasienia
przed przeprowadzeniem procedur wspoma-
gania rozrodu (8).

Wykazano, ze wiele wlasciwoséci plem-
nikéw ocenianych za pomocg systeméw
CASA koreluje z ptodnoscia (2). W oérod-
kach rozrodu zwierzat i weterynaryjnych
centrach badawczych systemy CASA sa
stosowane przede wszystkim w celu oce-
ny plodno$ci samca oraz do analizy oddzia-
tywania stosowanych mediéw lub lekéw na
jako$¢ nasienia (9, 10, 11, 12).

Ustawienia wstepne systemow CASA

Dotychczas opracowano kilka réznych
systeméw CASA produkowanych za-

réwno w Europie, jak i USA, dzialajacych
w og6lnym zarysie w oparciu o podobne
zasady. Urzadzenia te wymagaja standa-
ryzacji i wprowadzenia wlasciwych usta-
wien wstepnych umozliwiajacych popraw-
ne przeprowadzenie badania (13, 14). Pro-
cedury te sa niezbedne w celu wlasciwej
identyfikacji plemnikéw oraz umozliwienia
rozréznienia pomiedzy gtéwkami plemni-
kéw a innymi komérkami, fragmentami ko-
morek oraz innymi elementami obecnymi
w prébce. Kazdy gatunek zwierzat wymaga
zdefiniowania innych ustawiert wstepnych
urzadzenia. Dotyczy to zwlaszcza tempe-
ratury komory z prébka, intensywnosci
kontrastu i wielkosci plemnikdw, czesto-
tliwosci od$wiezania obrazu, liczby anali-
zowanych w sekwencji obrazéw, danych
zwigzanych z szybko$cia i liniowoscig ru-
chu plemnikéw niezbednych do identyfi-
kacji populacji plemnikéw o ruchu pra-
widlowym, plemnikéw wykazujacych ak-
tywno$¢ ruchowa i komérek statycznych
(tab. 1). Uzyskane wyniki sa miarodajne,
jesli catkowita liczba poddanych anali-
zie plemnikéw jest duza. Analiza powin-
na by¢ przeprowadzana w kilku réznych
miejscach komory z prébka, a minimalna
liczba komérek ocenianych powinna by¢
wieksza od 100 (2). Koncentracja plemni-
kéw w nasieniu natywnym jest zbyt wyso-
ka do analizy toru ruchu, po ktérych po-
ruszaja sie poszczegélne plemniki. Nie-
zbedne jest zatem rozrzedzenie nasienia
do koncentracji pozwalajacej na popraw-
ng analize $ciezek ruchu plemnikéw. Wy-
jatkiem w tym zakresie sa przypadki oli-
gospermii oraz nasienie w wysokim stop-
niu rozrzedzone w celach badawczych lub
konserwacji. Badanie nasienia rozrzedzo-
nego w rozrzedzalniku zawierajacym z6it-
ko jaja kurzego wymaga uzycia specyficz-
nych ustawien poczatkowych i dokonania
bramkowania w uktadzie: wielko$¢, inten-
sywno$¢ i stopient wydluzenia plemnikéw.
W takich przypadkach stosowane jest takze
barwienie fluorescencyjne pozwalajace na
identyfikacje intensywnej iluminacji skon-
densowanego DNA plemnikéw. Postepo-
wanie takie jest niezbedne ze wzgledu na
obecno$¢ w prébcee drobnych elementéw
z6ltka, ktérych wielko$¢ jest zblizona do
rozmiaréw gléwki plemnika i w ten spo-
s6b utrudnia poprawna analize.

Analiza ruchliwosci plemnikow

Oprzyrzadowanie CASA analizuje tor ru-
chu oddzielnie dla kazdego poruszajacego
sie plemnika. Urzadzenie rejestruje polo-
zenie gléwki plemnika w kolejno analizo-
wanych obrazach. Tor ruchu to potaczenie
liniami prostymi pofozenia komérki w ko-
lejnych klatkach obrazu. Systemy CASA
umozliwiaja przeprowadzenie klasyfika-
¢ji plemnikéw na subpopulacje w oparciu

o cechy kinetyki plemnikéw. Komputerowo
wspomagana analiza jakosci nasienia po-
zwala na ocene kilku wtasciwosci rucho-
wych plemnikéw (tab. 2). Szybko$¢ ruchu
postepowego plemnika (progressive velo-
city, straight velocity, VSL) jest obliczana
w oparciu o odlegto$¢ w linii prostej po-
miedzy poczatkiem i koficem toru ruchu
plemnika (pm/s). Szybko$¢ komoérki wzgle-
dem zarejestrowanego toru (track speed,
cell velocity, VCL) jest obliczana w oparciu
o catkowity dystans odpowiadajacy kolej-
nym polozeniom gtéwki zapisanym w ko-
lejnych klatkach (pum/s). Szybkos$¢ wzgle-
dem $ciezki przyblizonej (path velocity,
VAP) jest zdefiniowana jako $rednia pred-
ko$¢ plemnika wzdluz toru wyréwnanego
do osi plemnika (um/s). Algorytm wyréw-
nania toru ma na celu zredukowanie wpty-
wu bocznych odchylen gtéwki na wyniki
szybkosci ruchu. Prosto$¢ ruchu plemni-
ka (straightness, STR) jest miara odchy-
lenia $ciezki przyblizonej od linii prostej
faczacej poczatkowe i koricowe polozenie
plemnika. Jest to stosunek VSL/VAP wy-
razony w procentach. Hipotetyczna war-
to$¢ prostosci wynoszaca 100% oznacza
ruch plemnika po linii prostej. Liniowo$¢
(linearity, LIN) jest miara odchylenia toru
plemnika od linii prostej. Jest to stosunek
VSL/VCL wyrazony w procentach. Ampli-
tuda bocznych odchylen gtéwki (amplitu-
de of lateral head displacement, ALH) jest
usredniong szerokoscia bocznej oscylacji
plemnika (um). Czestotliwos¢ bocznych
odchylen (beat cross frequency, BCF) jest
miara czestotliwosci, z ktdra tor plemni-
ka przecina tor przyblizony (Hz). Wykaza-
no zaleznosci pomiedzy powyzszymi pa-
rametrami a plodnoscia. Stwierdzono, ze
wartosci VCL ejakulowanych plemnikéw
sa wysoko skorelowane ze skuteczno$cia
techniki zaptodnienia in vitro (15). Réw-
niez warto$§¢ ALH ruchliwych plemni-
kéw selekcjonowanych metoda swim-up
byla skorelowana dodatnio ze wskaznika-
mi ptodnosci (16, 17). ALH i BCF sa wila-
$ciwo$ciami pozwalajacymi oceni¢ zdol-
no$¢ meskich gamet do penetracji zona
pellucida. Wykazano dodatnie korela-
cje pomiedzy VCL, VSL oraz calkowita
liczba mrozonych-rozmrozonych ruchli-
wych plemnikéw zdeponowanych do na-
rzadu plciowego a wskaznikami plodno-
$ci (2). W badaniach wlasnych stwierdzono
istotne obnizenie wartosci VAP, VSLi VCL
populacji plemnikéw ruchliwych podda-
nych mrozeniu-rozmrozeniu, w poréwna-
niu do wartosci notowanych bezposrednio
przed mrozeniem (ryc. 1). Do$wiadczenia
prowadzone w Katedrze i Klinice Rozrodu
Akademii Rolniczej we Wroctawiu wyka-
zaly istotne korelacje pomiedzy wlasciwo-
$ciami rejestrowanymi przez system CASA
a odsetkiem plemnikéw zywych — wykazu-
jacych zielona fluorescencje SYBR-14. Za-
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Prace pogladowe

Tabela 1. Ustawienia techniczne systemu CASA HTM IVOS 12.2 (Hamilton Thorne Biosciences, MA, USA) stosowane w celu analizy jakoSci nasienia wybranych gatunkéw zwierzat

Parametry techniczne

Powiekszenie

Buhaj

optyczne x10 cyfrowe x1,89

optyczne x10 cyfrowe x1,89

Knur Ogier

optyczne x10 cyfrowe x1,89

Czestotliwo$¢ od$wiezania (Hz) 60 60 60
Liczba rejestrowanych klatek obrazu 30 45 45
Minimalny kontrast analizowanego elementu 80 46 70
Minimalna wielko$¢ komérek poddanych analizie (pixel) 5 7 4
Intensywno$¢ widma widzialnego analizowanych elementow 70 50 106
Minimalna szybko$¢ VAP plemnikéw o ruchu postepowym (um/s) 50,0 45,0 50,0
Minimalna prosto$¢ (STR) ruchu plemnikéw o ruchu postepowym (%) 70,0 45,0 75,0
Warto$¢ graniczna plemnikéw o ruchu wolnym - VAP cut-off (um/s) 30,0 20,0 20,0
Warto$¢ graniczna plemnikéw o ruchu wolnym - VSL cut-off (um/s) 15,0 5,0 0,0

Tabela 2. Wybrane wtasciwo$ci ruchowe plemnikdw poddawane ocenie za pomoca systemow CASA (computer assisted sperm analyzers)

MOT % motility/ruchliwo$é
PMOT % progressive motility/ruch postepowy
veL VCL VAP
VAP um/s averagepathvelocity/
szybkosSc wzgledem Sciezki przyblizonej
VAP
VSL
VSL um/s straight velocity/szybko$é ruchu postepowego
xit um/s cell velocity/szybko$é wzgledem zarejestrowanego toru
ALH pm amplitude of lateral head displacement/amplituda bocznych odchylen gréwki
BCH Hz beat cross frequency/ czestoltiwo$¢ bocznych odchyle
STR % straightness/prosto$é=VSL/VAP x 100%
LIN % linearity/liniowo$¢=VCL/VAP x 100%
RAP % rapid - subpopulation of rapid cells/plemniki o ruchu szybkim
MED % medium - medium velocity/plemniki o ruchu umiarkowanym
SLOW % slow - subpopulation of slow cells/plemniki o ruchu wolnym
STATIC % static cells/plemniki statyczne

lezno$¢ te obserwowano do trzeciej doby
inkubacji nasienia knura i psa, odpowied-
nio w temperaturze 20 i 5°C. Po trzeciej
dobie inkubacji w obu przypadkach reje-
strowano w systemie CASA przyspieszo-
ny spadek odsetka plemnikéw ruchliwych,
odsetka plemnikéw o ruchu postepowym
i $redniej wartosci VAP (ryc. 2, 3).

Koncentracja plemnikéw w jednostce
objetosci

Okreslanie koncentracji plemnikéw w jed-
nostce objetosci za pomoca analizatoréw
komputerowych stanowi jak dotychczas
problem notowany w odniesieniu do kaz-

Zycie Weterynaryjne 2006 * 81(2)

dego gatunku zwierzat. Wynika on z wy-
raznej tendencji systemoéw do przeszaco-
wania wynikéw. Zjawisko to obserwowa-
ne jest w szczegdlno$ci w przypadkach
oceny probek o relatywnie wysokiej kon-
centracji plemnikéw w jednostce objeto-
$ci. Panuje przekonanie, ze przeszacowa-
nie to zwiazane jest z kolizjami i przecina-
niem sie ruchu poszczegélnych plemnikéw
podczas analizy stosunkowo gestego na-
sienia. Wskutek tego w nastepstwie prze-
ciecia toru ruchu te same komorki iden-
tyfikowane sa jako dwa nastepne elemen-
ty analizy. Obserwowano, ze koncentracja
plemnikéw nieruchliwych, poddanych szo-
kowi osmotycznemu za pomocg 9% NaCl,

pozwala uzyskac bardziej miarodajne wy-
niki (1). Z drugiej strony rezultaty obliczen
koncentracji plemnikéw w nasieniu roz-
mrozonym sa w niektérych przypadkach
niedoszacowane. Jest to prawdopodobnie
spowodowane zlepianiem sie czesci roz-
mrozonych plemnikéw. W rezultacie zlepy
komérkowe identyfikowane by¢ moga jako
jeden element, co zaniza wyniki.

Barwienie fluorescencyjne - droga do
uzyskiwania bardziej miarodajnych
wynikow oceny

Barwienie DNA stosowane jest w celu
zmniejszenia ryzyka falszowania wynikéw
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Ryc. 1. Szybkosé wzgledem Sciezki przyblizonej (VAP) i szybko$¢ ruchu postepowego (VSL) plemnikéw buhaja

przed mrozeniem i po rozmrozeniu (n=6)
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Ryc. 2. Odsetek plemnikéw o ruchu postepowym oraz wielko$¢ subpopulacji plemnikéw o ruchu szybkim (%)
W nasieniu psa rozrzedzonym rozrzedzalnikiem opartym na buforze Tris i inkubowanym w temperaturze 5°C

przez 192 godziny (n=8)
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Ryc. 3. Srednia szybko$é ruchu plemnikéw po $ciezce przyblizonej (VAP) w nasieniu psa rozrzedzonym rozrze-
dzalnikiem opartym na buforze Tris i inkubowanym w temperaturze 5°C przez 192 godziny (n=8)

uzyskiwanych w systemach CASA przez
obecne w nasieniu spermatogonia, fragmen-
ty komérkowe, komérki somatyczne i ele-
menty zéltka jaja kurzego (18). Prawidlo-
wa identyfikacja plemnikéw i odréznienie
ich od wspomnianych elementéw nastepuje
dzieki zastosowaniu barwnika fluorescen-
cyjnego Hoechst 33342 i wzbudzeniu flu-
orescencji §wiattem stroboskopowym UV.
Jedynie elementy zawierajagce DNA wyka-
zuja fluorescencje. Fragmenty cytoplazmy,
drobiny zéttka itp. nie posiadajace DNA sta-
ja sie niewidoczne. Z analizy wyeliminowa-
ne moga by¢ ponadto komoérki somatycz-
ne. Posiadajg one bowiem wieksze rozmia-
ry i wykazuja nizszy stopien fluorescencji
w poréwnaniu do intensywnej iluminacji
haploidalnej chromatyny plemnikéw.
Innym barwieniem fluorescencyjnym
wykorzystywanym w systemach CASA jest
uzycie barwnika Hoechst 33258. Barwnik
ten pozwala na ocene odsetka plemnikéw
zywych i martwych w analizowanej préb-
ce. Hoechst 33258 barwi jedynie komoérki
z uszkodzong btona komérkowy, co pozwa-
la na identyfikacje plemnikéw martwych.
Analizatory CASA wykorzystuja w trakcie
jednej analizy zaréwno $wiatto widzialne
celem oceny ruchliwosci plemnikéw, jak
i fluorescencje stuzaca do okreslenia od-
setka plemnikéw posiadajacych blony ko-
morkowe o przerwanej ciaglosci.

Ocena morfologii plemnikow za pomoca
systemow CASA

Oczywista zalezno$¢ pomiedzy morfologia
plemnikéw a ich zdolno$cia zaptadniajaca
i wskaznikami plodno$ci zostala udowod-
niona przez wielu badaczy w odniesieniu do
cztowieka i roznych gatunkéw zwierzat (8,
19, 20). Poddawane wspolczesnie badaniom
metody oceny morfologii plemnikéw za po-
moca analizatoréw komputerowych pole-
gaja na klasyfikacji gamet w oparciu o po-
réwnanie niektorych rozmiaréw plemnika
ze zdefiniowanymi dla prawidlowych komé-
rek warto$ciami minimalnymi i maksymal-
nymi. W analizie brane sa pod uwage naste-
pujace wymiary: dlugo$¢ gtéwki (um), szero-
ko$¢ gtéwki (um), pole powierzchni gtéwki
(um?), stopien wydluzenia gléwki (szeroko$¢
glowki/dlugos¢ gtéwki x100%), diugosé witki
(um). Plemniki klasyfikowane jako prawidlo-
we odpowiadaja zdefiniowanym kryteriom.
Wymiary ich gtéwki i witki miescic¢ sie¢ mu-
sza w prawidlowych granicach, nie moga one
posiadac kropli protoplazmatycznej w po-
fozeniu blizszym i dalszym oraz musza by¢
wolne od jakichkolwiek wad witek.
Reasumujac, komputerowo wspoma-
gana analiza jako$ci nasienia pozwala na
szybka i obiektywna ocene duzej liczby
plemnikéw i jest Zrédlem bardzo szcze-
golowych danych charakteryzujacych dy-
namike meskich gamet, ich zywotnosci
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i morfologie. Nalezy podkresli¢, ze tego
rodzaju urzadzenia wymagaja standary-
zacji oraz szczegdlnej uwagi przy sporza-
dzaniu preparatéw poddawanych ocenie,
w taki sposéb, aby zapobiec uzyskiwaniu
blednych wynikéw. Niezaprzeczalng zaleta
badan jest fakt, ze standaryzacja ustawien
sprzetu umozliwia miarodajne poréwnywa-
nie wynikéw oceny nasienia uzyskiwanych
w réznych laboratoriach. Od kiedy dostep-
ne sg bardziej precyzyjne metody oceny ru-
chliwosci plemnikdéw, wspélczesne systemy
CASA pozwalaja na uzyskiwanie wysoce
dokladnych i powtarzalnych rezultatéw, co
pozwala na wprowadzenie metody do ruty-
nowej oceny nasienia. Komputerowo wspo-
magana analiza jakosci nasienia dostarcza
bogatszej i bardziej szczeg6lowej charakte-
rystyki wlasciwosci ruchowych plemnikéw
w poréwnaniu z konwencjonalna metoda
mikroskopowa. Dokladniejszy opis wlasci-
wosci ruchowych stwarza mozliwosci bar-
dziej trafnego oszacowania zdolnosci za-
pladniajacej plemnikéw.
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