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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

4-HNE, 4-hydroksynonenal
(ang. 4-hydroxynonenal)

8-OHdG, 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna
(ang. 8-hydroxy-2"-deoxyguanosine)

95% CI, 95% przedzial ufnosci,
(ang. 95% confidence interval)

ALOX15, 15-lipooksygenaza arachidonowa
(ang. arachidonate 15-lipoxygenase)

AUC, pole powierzchni pod krzywa
(ang. area under curve)

AZF, czynnik ulegajacy delecji w azoospermii
(ang. azoospermia factor)

BER, system naprawy typu BER
(ang. base excision repair)

cAMP, cykliczny adenozyno-3’-5-monosforan
(ang. 3,5-cyclic adenosine monophosphate)

CFTR, btonowy regulator przewodnictwa zwia-
zany z mukowiscydoza (ang. cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator)

FAD, dinukleotyd flawinoadeninowy
(ang. flavin adenine dinucleotide)

FSH, hormon folikulotropowy
(ang. follicle-stimulating hormone)

GPx4, cPHGPx , cytozolowa peroksydaza gluta-
tionowa (ang. cytosolic glutathione peroxidase)

G6PDH, dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
(ang. glucose-6-phosphate dehydrogenase)

GPx, peroksydaza glutationowa
(ang. glutathione peroxidase)

GR, reduktaza glutationowa
(ang. glutathione reductase)

HMP, cykl heksozomonofosforanowy
(ang. hexose monophosphate shunt)

ICSI, docytoplazmatyczna iniekcja plemnika
(ang. intracytoplasmic sperm injection)

IFN-y, interferon gamma
(ang. interferon gamma)

IMI, meska nieplodnos$¢ idiopatyczna
(ang. idiopathic male infertility)

IL411, gen kodujacy oksydaze L-aminokwasowa
(ang. interleukin 4 induced 1)

IUI, inseminacja domaciczna
(ang. intrauterine insemination)

IVE, zaplodnienie in vitro
(ang. in vitro fertilization)

LC, L-karnityna,
B-hydroksy-y-trimetyloamoniomaslan
(ang. L-carnitine)

LH, hormon luteinizujacy
(ang. luteinizing hormone)

MDA, dialdehyd malonowy
(ang. malonodialdehyde)

mGPx4, mPHGPx, mitochondrialna forma
peroksydazy glutionowej
(ang. mitochondrial glutathione peroxidase)

MOSI, nieptodnos¢ meska zwigzana ze stresem
oksydacyjnym (ang. male oxidative stress
infertility)

nGPx4, nPHGPX, jadrowa forma peroksydazy
glutationowej (ang. nuclear glutathione
peroxidase)

nPHGPx, peroksydaza glutationowa nadtlenkéw
fosfolipidéw (ang. phospholipid hydroperoxide
glutathione peroxidase)

NOS, syntaza tlenku azotu
(ang. nitric oxide synthase)

0OGG], glikozylaza 1 8-oksyguaniny DNA
(ang. 8-oxoguanine DNA glycosylase 1)

ORP, potencjat oksydacyjno—redukcyjny
(ang. oxidation-reduction potential)

PKA, kinaza A zalezna od cAMP
(ang. protein kinase A)

PKC, kinaza C zalezna od diacyloglicerolu
(ang. protein kinase C)

PMN, granulocyty polimorfojadrowe
(ang. polymorphonuclear leukocytes)

PTK, kinaza tyrozynowa
(ang. protein tyrosine kinase)

PUFA, wielonienasycone kwasy tluszczowe
(ang. polyunsaturated fatty acids)
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RFA, reaktywne formy azotu sORP, statyczny/znormalizowany potencjal
(ang. reactive nitrogen species) oksydacyjno—redukcyjny

T rakne oy dens (ana. st vidation. redcion potetial)

........... (ang. reactive oxygen species) .| TNF caynnik martwicy nowotworéw

ROC curve, krzywa ROC (ang. tumor necrosis factor)
(ang. }"eceiving Ope}"ﬂting Characteristic) ...................................................................................................................

................................................................................................................... TSH, tyreotropina
SCD, dyspersja chromatyny plemnika (ang. thyroid-stimulating hormone)
(ang. Spei"m Chromﬂtil’l dispersion) ...................................................................................................................
................................................................................................................... TUNEL, Znakowanie l(OﬁCéW niCi DNA

SCSA, ocena wrazliwosci DNA na kwasna dena-
turacje z wykorzystaniem oranzu akrydyny
(ang. sperm chromatin structure assay)

przy uzyciu terminalnej transferazy
deoksynukleotydowej (ang. terminal

................................................................................................................... deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
SD, odchylenie standardowe nick end-labeling)
(ang. smndard deviation) ...................................................................................................................
................................................................................................................... TZI, indel(s teratozoospermii

SDF, fragmentacja jadrowego DNA plemnikdw,
(ang. sperm DNA fragmentation)

SNV, mutacje pojedynczych nukleotydéw

(ang. teratozoospermia index)

UMI, meska nieplodno$¢ niewyjasniona

(ang. single nucleotide variants mutations) | (ang. unexplained male infertility)
SOD, dysmutaza ponadtlenkowa WHO, Swiatowa Organizacja Zdrowia
(ang. superoxide dismutase) (ang. World Health Organization)




STRESZCZENIE

Wprowadzenie i cel badan. Poniewaz standar-
dowa ocena seminologiczna ma pewne ogranicze-
nia w ocenie zdolnosci plemnikéw do zaplodnienia,
niezbednym wydaje si¢ wprowadzenie rozszerzo-
nej i zaawansowanej oceny parametréw seminolo-
gicznych. Dodatkowa diagnostyka jest szczeg6lnie
uzasadniona ze wzgledu na nieplodnos$¢ idiopa-
tyczna, w ktérej standardowe parametry plemni-
kéw sa nieprawidlowe, badZ niewyjasniona, w ktorej
stwierdza si¢ prawidlowe parametry. Wéréd mar-
keréw nieptodnosci meskiej, ktére mialyby odpo-
wiednia warto$¢ prognostyczna i uzyteczno$¢ kli-
niczna proponuje sie status chromatyny plemnikéw
oraz potencjal oksydacyjno—redukcyjny nasienia
(ORP, ang. oxidation—reduction potential) wyra-
zany jako sORP (ang. static ORP), bowiem liczne
doniesienia potwierdzaja kluczowe znaczenie pra-
widlowego statusu chromatyny plemnikéw dla pro-
cesu zaplodnienia, rozwoju zarodka, uzyskania cigzy
w warunkach fizjologicznych oraz w procedurach
wspomaganego rozrodu, a takze dla zdrowia potom-
stwa, jak réwniez niekorzystny wplyw stresu oksy-
dacyjnego w ukladzie plciowym meskim, w tym
nasieniu na wymienione procesy i zjawiska. Obydwa
biomarkery moga by¢ ze soba powiazane, gdyz stres
oksydacyjny jest znanym i obecnie powszechnym
czynnikiem etiologicznym obnizenia integralno$ci
genomu plemnikéw. Co wiecej, czynniki wywolu-
jace zaréwno fragmentacje DNA (SDF, ang. sperm
DNA fragmentation), jak i stres oksydacyjny niejed-
nokrotnie sa tozsame. Ponadto 80% nieplodnosci
idiopatycznej moze by¢ zwigzane ze stresem oksy-
dacyjnym w nasieniu. Obecnie proponuje si¢, ze 20%
plemnikéw w ejakulacie z pofragmentowanym DNA
jest warto$cia graniczng odrézniajaca mezczyzn
plodnych od nieplodnych. Z kolei, za stres oksy-
dacyjny uznaje si¢ warto$¢ sORP >1,37 mV/x10°
plemnikéw/mL.

Celem ogélnym w niniejszej dysertacji bylo
znalezienie zwiazku miedzy konwencjonalna
charakterystyka nasienia, integralnoscia genomu
plemnikéw, potencjalem oksydacyjno-reduk-
cyjnym w nasieniu, a nieplodnoscia meska.
Cele szczegélowe: 1.Poréwnanie konwencjo-
nalnej charakterystyki nasienia, SDF i sORP
w nasieniu miedzy mezczyznami nieptodnymi

i plodnymi, 2. Wylonienie grup badanych mez-
czyzn z SDF >20% i z sORP >1,37 mV/x10°plem-
nikéw/mL w grupie mezczyzn nieptodnych i ptod-
nych oraz poréwnanie czesto$ci ich wystepowania.
3. Oszacowanie ryzyka na wystapienie SDF >20%

i SORP >1,37 mV/x10° plemnikéw/mL w grupie mez-
czyzn nieplodnych i ptodnych. 4. Ustalenie warto-
$ci predykcyjnej testéw weryfikujacych SDF i sORP

w nasieniu dla odréznienia mezczyzn nieplodnych

od plodnych (poszukiwanie takiej wartosci granicz-
nej SDF i sORP, powyzej ktérej zwieksza sie ryzyko

nieplodnos$ci meskiej).

Material i metody. Badania wykonane zostaly
na nasieniu mezczyzn, ktérzy jako ochotnicy zglaszali
sie do Pracowni Andrologicznej Zakladu Histologii
i Biologii Rozwoju Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie (PUM). Grupe badana
stanowili mezczyzni (n = 117), u ktérych stwier-
dzono nieplodno$¢, natomiast grupe kontrolna
mezczyzni plodni (n = 89). Badania uzyskaty zgode
Komisji Bioetycznej PUM. Podstawowa, rozszerzona
i zaawansowana analiza nasienia zostata wyko-
nana zgodnie z wytycznymi Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) z
2021 r. Integralnos¢ genomu plemnikéw sprawdzono
za pomoca diagnostycznego testu dyspersji chroma-
tyny plemnika (SCD, ang. sperm chromatin dispers-
sion), z kolei do weryfikacji stresu oksydacyjnego
na podstawie warto$ci SORP, wykorzystano system
elektrochemiczny MiOXSYS®. Uzyskane dane zostaly
poddane analizie statystycznej. Zastosowano test
Shapiro—Wilka (ocena zgodno$ci rozktadu zmien-
nych z rozkladem normalnym), nieparametryczny
test U Manna—Whitneya (poréwnania zmiennych
miedzy dwiema niezaleznymi grupami), test Chi®
(weryfikacja czestosci pojawienia si¢ parametru
o okreslonej wartosci) i test weryfikujacy iloraz szans
(OR, ang. odds ratio) na wystapienie danych zda-
rzen. Ponadto, przeprowadzono analize krzywej ROC
(ang. receiver operating characteristic) w celu okre-
$lenia wartosci predykcyjnej zastosowanych testow.
Wyniki. Mezczyzni nieptodni mieli istot-
nie mniejsza liczbe, ruchliwo$¢ i morfolo-
gie plemnikéw oraz istotnie wyzszy odsetek
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plemnikéw z pofragmentowanym DNA (mediana
SDF = 20,00%) i istotnie wyzszy potencjal oksyda-
cyjno—redukeyjny w nasieniu (mediana sORP = 2,16)
w poréwnaniu do mezczyzn plodnych (odpowied-
nio mediana SDF = 13,00%; mediana sORP = 0,66).
Ponadto, wéréd mezczyzn nieptodnych istotnie
czesciej wystepowali mezczyzni z SDF >20% oraz
z sORP >1,37. Ryzyko na wystgpienie SDF >20%
i sORP >1,37 bylo odpowiednio 3,5-krotnie i ponad
10-krotnie wyzsze w poréwnaniu do mezczyzn plod-
nych. Analiza krzywej ROC wykazala, ze w bada-
nej populacji mezczyzn wartosci SDF = 13%
i sORP = 1,256 byly warto$ciami granicznymi,
powyzej ktorych istnialo statystyczne ryzyko nie-
plodnos$ci meskiej. Warto$¢ pola powierzchni pod
krzywymi ROC (odpowiednio AUC = 0,735; oraz
AUC = 0,823) wskazywata na satysfakcjonujaca war-
to$¢ prognostyczna testu SCD i dobra warto$¢ pro-
gnostyczna testu weryfikujacego sORP w nasieniu.
Wartosci AUC nie réznily sie istotnie statystycznie.

Whnioski. 1. Istnieje zwiazek miedzy nieptodno-

$cig meska, konwencjonalna charakterystyka nasie-
nia, integralno$cia genomu plemnikéw i stresem
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oksydacyjnym w nasieniu, 2. Mezczyzni nieptodni

w poréwnaniu do mezczyzn plodnych maja zdecy-
dowanie wysokie ryzyko na wystapienie klinicznie

znaczacego uszkodzenia jadrowego DNA plemni-
kéw i wystapienia stresu oksydacyjnego w nasie-
niu, co w konsekwencji moze obniza¢ zdolno$¢ ich

plemnikéw do zaplodnienia, zaréwno w warunkach

naturalnej koncepcji, jak i wspomaganej medycznie,
3. Zastosowane testy do oceny integralno$ci genomu

plemnikéw i potencjatu oksydacyjno—redukeyjnego

w nasieniu maja istotng warto$¢ prognostyczna dla

odrdznienia mezczyzn nieplodnych od ptodnych,
4. Jednoczesna weryfikacja integralno$ci genomu

plemnikéw i stresu oksydacyjnego w nasieniu

powinna stanowi¢ istotne uzupetnienie standar-
dowej oceny nasienia, ze wzgledu na: a) mozliwo$¢

wyjasnienia ewentualnej przyczyny obnizonej zdol-
nosci plemnikéw do zaptodnienia, b) prawidlowe

postepowanie terapeutyczne zwigzane z wprowa-
dzeniem terapii antyoksydacyjnej, i ¢) spersonali-
zowane leczenie pacjenta, ktére moze mie¢ na celu

przywrdcenie naturalnej plodnosci lub zwieksze-
nie szansy na sukces reprodukcyjny w warunkach

wspomaganego rozrodu.



ABSTRACT

Introduction and purpose of research. Since the

standard seminological assessment has certain lim-
itations in assessing the ability of sperm to fertilize,
it seems necessary to introduce an extended and

advanced assessment of seminological parameters.
Additional diagnostics is particularly justified due

to idiopathic infertility, in which standard sperm

parameters are abnormal, or unexplained infertil-
ity, in which the parameters are normal. Among the

markers of male infertility that would have appropri-
ate prognostic value and clinical usefulness, sperm

chromatin status and sperm oxidation-reduction

potential (ORP), expressed as sSORP (static ORP),
are recommended. Numerous reports confirm the

important role of sperm chromatin status for the

fertilization process, embryo development, achiev-
ing pregnancy (natural conception, assisted repro-
duction procedures), as well as for the health of the

offspring. Moreover, detrimental effect of oxida-
tive stress in the male reproductive system, includ-
ing in semen on the mentioned processes and phe-
nomena is also described. Both biomarkers may
be related, because oxidative stress is known to be

etiological factor to reduce sperm genomic integ-
rity. Moreover, the factors causing both sperm DNA
fragmentation (SDF) and oxidative stress are often

the same. It should be highlighted that 80% of idio-
pathic infertility may be associated with oxidative

stress in semen. The threshold of 20% SDF to dis-
tinguish fertile from infertile men is currently sug-
gested. In turn, oxidative stress is considered to be

at sORP >1.37 mV/x10° sperm cells/mL.

The principal goal of this dissertation was
to find the relationship between the conventional
sperm characteristics sperm genomic integ-
rity, oxidation—reduction potential in semen and
male infertility. Detailed research objectives:
1. Comparison of conventional semen character-
istics, SDF and sORP in semen between infertile
and fertile men, 2. Frequency estimation of men
with SDF >20% (clinically significant level of DNA
damage) and with sORP >1.37 mV/10° sperm cells/
mL (oxidative stress in semen) in infertile and fer-
tile men, 3. Calculation of the risk for SDF >20%
and sORP >1.37 mV/10° sperm cells/mL in semen
of infertile and fertile men, 4. Verification of the

predictive value of testes revealing SDF and sORP
in semen to distinguish infertile from fertile men
(searching for the threshold values of SDF and sORP
above which the risk for male infertility increases).

Material and methods. The study was performed

on the semen of men — volunteers who report

to the Andrology Laboratory of the Department

of Histology and Developmental Biology of the

Pomeranian Medical University in Szczecin (PUM).
The study group consisted of infertile men (n = 117)

while control group — fertile men (n = 89). The

research was approved by the Bioethics Committee

of the PUM. Basic, extended and advanced semen

analysis was performed according to the guide-
lines provided by World Health Organization, 2021

(WHO, 2021). The integrity of the sperm genome

was checked using the diagnostic sperm chroma-
tin dispersion (SCD) test. In turn, oxidative stress

in semen (based on SORP measurements) was ver-
ified by means on MiOXSYS® electrochemical sys-
tem. The obtained data were subjected to statisti-
cal analysis. The Shapiro—Wilk test (assessment of
compliance of the distribution of variables with the

normal distribution), the non-parametric Mann—
Whitney U test (comparisons of variables between

two independent groups), the Chi® test (prevalence

of study parameters with a given value) and the test

verifying the odds ratio (OR) were used. Moreover,
the ROC (receiver operating characteristic) curve

analysis was performed to determin the predictive

value of study tests.

Results. Infertile men had a significantly lower
number, motility and morphology of sperm cells
and a significantly higher percentage of spermato-
zoa with fragmented DNA (median SDF = 20.00%)
and a significantly higher oxidation-reduction
potential in semen (median sORP = 2.16) com-
pared to fertile men (median SDF = 13.00%; median
sORP = 0.66, respectively). Moreover, the preva-
lence of SDF >20% and sORP >1.37 was significantly
higher in infertile men. The risk for SDF >20% and
sORP >1.37 was 3.5-fold and over 10-fold higher
respectively, compared to fertile men. ROC curve
analysis showed that 13% SDF and 1.256 sORP were

11



Tomasz Machatowski

the threshold values above which there was a sta-
tistical risk of male infertility in the study popula-
tion. The value of the area under the ROC curves
(AUC = 0.735 and AUC = 0.823, respectively) indi-
cated a satisfactory prognostic value of the SCD
test and a good prognostic value of the test veri-
fying sORP in semen. AUC values did not differ
statistically significantly.

Conclusions. 1. There is a relationship between
male infertility, standard sperm parameters, the
integrity of the sperm genome and oxidative stress
in semen, 2. Infertile men, compared to fertile men,
have a high risk of clinically significant damage
to the nuclear DNA of sperm and oxidative stress in
semen, which may consequently reduce the ability

12

of sperm cells to fertilize, both in the conditions of
natural conception and medically assisted, 3. The

tests used to assess the sperm genomic iintegrity
and the oxidation-reduction potential in semen have

an important prognostic value to distinguish infer-
tile from fertile men, 4. Simultaneous verification

of sperm genomic integrity and oxidative stress in

semen should be an important complement to stan-
dard semen assessment due to: a) the possibility of
explaining the cause of the reduced ability of sperm

cells to fertilize, b) proper therapeutic procedures

related to the introduction of antioxidant therapy,
and c) personalized treatment of the patient, which

may have an impact on to restore natural fertility or

increase the chances of reproductive success under

assisted reproduction.



1. WPROWADZENIE

1.1.

1.1.1. Definicja nieplodnosci.
Epidemiologia

Nieplodnos¢ meska

Nieptodnos$é wg Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, ang. World Health Organi-
zation) to niemozno$¢ uzyskania cigzy u pary
w ciggu 12 miesiecy regularnego wspélzy-
cia (3—4-krotnie w tygodniu) bez stosowania
$rodkéw antykoncepcyjnych (Agarwal i wsp.,
2021; WHO, 2021). Jest to choroba cywiliza-
cyjna, spoteczna i stanowi istotny problemem
zdrowia publicznego. Dotyczy nawet 20%
par (do 186 milionéw par) z catego §wiata,
a liczba par poszukujacych specjalistycznej
pomocy medycznej stale ro$nie (Agarwal
i wsp., 2017a, 2019a,c; 2023; Castleton i wsp.,
2022). Udzial czynnika meskiego szacuje sie
od 20% do 70% przypadkéw nieplodnosci
partnerskiej, w 1/3 stanowi czynnik izolo-
wany (Agarwal i wsp., 2019a; 2021; 2022; 2023;
Pan i wsp.,2018, Panner Selvam i wsp., 2021b).

Weryfikacja czynnika meskiego jest bar-
dzo istotna w cato$ciowym postepowaniu dia-
gnostycznym pary nieplodnej (Alfaro Gomez
i wsp., 2023; Calogero i wsp., 2023; Khatun
i wsp., 2018; Panner Selvam i wsp., 2021a,b;
2022). Nalezy jednak podkresli¢, ze w wielu
przypadkach czynnik meski jest pomijany,
mimo iz przyczynia si¢ do zaburzen zaplod-
nienia, rozwoju zarodka, uzyskania ciazy oraz
zaburzen epigenetycznych. Szczegélnie biorac
po uwage wiek mezczyzny uwaza sie, ze czyn-
nik meski moze by¢ odpowiedzialny za nawra-
cajace poronienia oraz choroby potomstwa
(choroby genetyczne dziedziczone w spos6b
autosomalny dominujacy, zaburzenia neuro-
behawioralne) (Agarwal i wsp., 2016¢; 2019¢;
2021; 2022; Brandt i wsp., 2019; Calogero i wsp.,
2023; Cho i Agarwal, 2018; Farkouh i wsp.,
2022; Kaltsas i wsp., 2023; Machatowski i wsp.,
2020; Panner Selvam i wsp., 2021b).

Etiologia czynnika meskiego pozostaje
nieokreslona u 30-50% pacjentéw, u ktoé-
rych stwierdza sie nieprawidtowe podsta-
wowe parametry plemnikéw (WHO, 2010) bez
dajacych sie zidentyfikowac¢ przyczyn, nawet
na podstawie kompleksowej i dostepnej obec-
nie diagnostyki specjalistycznej. Przypadki
te klasyfikowane sa jako nieplodnos¢ idiopa-
tyczna (IML, ang. idiopathic male infertility).
Wedlug dostepnego pi$miennictwa, okazuje
sie, ze okoto 80% tej nieptodnosci jest zwia-
zane ze stresem oksydacyjnym (OS, ang. oxi-
dative stress) w nasieniu, z tego powodu wpro-
wadzono termin MOSI (ang. male oxidative
stress infertility) (Agarwal i wsp., 2019b,c;
2021; Alfaro Gomez i wsp., 2023; Castleton
i wsp., 2022; Cho i Agarwal 2018; Corsini
i wsp., 2023; Hamada i wsp., 2012; Majzoub
i wsp., 2018, 2019; Panner Selvam i Agarwal,
2018).

Z kolei nawet u 40% mezczyzn stwierdza
sie nieplodno$¢ niewyjasniona (UMI, ang.
unexplained male infertility). Odnoszona
jest do grupy nieptodnych, u ktérych pod-
stawowe parametry nasienia s3 prawidtowe
(WHO, 2010) i brak réwniez innych istot-
nych zaburzen w zakresie badania przed-
miotowego oraz diagnostyki hormonalnej
(Bjorndahl i wsp., 2023; Boeri i wsp., 2021;
Corsini i wsp., 2023; Hamada i wsp., 2011,
2012; Ritchie i Ko, 2021).

1.1.2. Wieloczynnikowa etiopatogeneza
nieplodnos$ci meskiej

Mezczyzni, u ktérych udato sie rozpoznac
przyczyne nieptodnosci stanowia okoto
50-70% wszystkich przypadkéw. Wsréd usta-
lonych przyczyn wyrézniamy trzy grupy czyn-
nikéw: przedjadrowe, jadrowe i pozajadrowe.
Do czynnikéw przedjadrowych zalicza sie
zaburzenia osi podwzgérzowo—przysadkowej
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(m.in. hipogonadyzm, hiperprolaktynemia,
zespol Cushinga), zaburzenia chromosomowe
(najczesciej zespol Klinefeltera), nadmiar estro-
gen6w i androgendw. Wsréd przyczyn jadro-
wych wyréznia sie: wrodzone zaburzenia roz-
woju i czynnosci jader (brak jader, dysgenezja
gonad, zespoty Klinefeltera, Downa, Noonan)
oraz nabyte uszkodzenia strukturalne (m.in.
zylaki powrézka nasiennego, zapalenie i nowo-
twory jader, skret powrézka nasiennego, uszko-
dzenie komoérek odpowiedzialnych za sper-
matogeneze). Sposréd czynnikéw nabytych
najczestsza i mozliwa do wyleczenia przyczyna
nieplodnosci u mezczyzn sg zylaki powrézka
nasiennego, z czgstoscig wystegpowania wyno-
szaca 40% (Agarwal i wsp., 2021; Assidi 2022;
Mancini i wsp., 2023; Panner Selvam i wsp.,
2021a,b; Stowikowska-Hilczer, 2021).

Do przyczyn pozajadrowych nalezg zabu-
rzenia ruchliwo$ci plemnika, zaburzenia jego
potaczenia z komorka jajowa oraz grupa zabu-
rzen seksualnych. Istnieja rowniez przyczyny
mieszane dot. nieodpowiedniego trybu zycia,
s3 one zwiazane ze stosowaniem uzywek,
hipertermia jader, stresem, zaburzeniami
metabolicznymi (takimi jak otylo$¢, nieod-
powiednie Zywienie) oraz zaawansowanym
wiekiem (Agarwal i wsp., 2021; Assidi 2022;
Calogero i wsp., 2023; Finelli i wsp., 2022;
Kotzbach 2021; Stowikowska-Hilczer, 2021).

1.1.3. Diagnostyka nieplodnosci meskiej

Do diagnostyki nieptodnosci meskiej nalezy:
1) doktadne zebranie wywiadu zdrowotnego,
2) pelne badanie fizykalne przez wykwa-
lifikowany personel medyczny, 3) ocena
seminologiczna (podstawowa, rozszerzona,
zaawansowana), w razie wykrycia nieprawi-
dlowosci poszerzenie diagnostyki o 4) bada-
nia laboratoryjne oraz 5) badania obrazowe.
Wywiad medyczny powinien uwzglednia¢
m.in. przebyte choroby i zabiegi, stosowane
leki, zdrowie seksualne, infekcje uktadu
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moczowo-plciowego, narazenie na szkodliwe
czynniki, uzywki, aktywnos¢ fizyczna, diete
oraz stosowania antyoksydantéw. Do cech
badania przedmiotowego nalezy ogladanie
(ocena sylwetki, budowy ciata, cech maskuli-
nizacji) oraz badania palpacyjne (pracia, jader
za pomocg orchidometru Pradera, najadrzy,
powrdzka nasiennego, kanatu pachwinowego,
badanie per rectum). Ocena seminologiczna
nalezy do najbardziej fundamentalnych badan
w diagnostyce meskiej nieplodnosci (Agarwal
i wsp., 2021; Calogero i wsp., 2023; Neto i wsp.,
2016; Oszukowska 2021; Salonia i wsp., 2023).

W niektérych sytuacjach klinicznych nie-
zbedne jest poszerzenie diagnostyki o ocene
hormonéw wptywajacych na prawidiowe funk-
cjonowanie ukladu plciowego meskiego i regu-
lacje osi podwzgdrze—przysadka mézgowa—
gonada. Do tych hormonéw nalezy hormon
folikulotropowy (ESH, ang. follicle-stimulating
hormone), hormon luteinizujacy (LH, ang.
luteinizing hormone), testosteron catkowity
(TST, ang. total testosteron), estradiol, pro-
laktyna oraz tyreotropina (TSH, ang. thyroid-
-stimulating hormone). Ponadto, powinna by¢
uwzgledniona ocena genetyczna w celu wyklu-
czenia zaburzen kariotypu i mutacji w poje-
dynczych genach, np. weryfikacja mikrodele-
cji w regionie AZF (ang. azoospermia factor)
zlokalizowanym w diugim ramieniu chromo-
somu Y oraz mutacji w genie CFTR (ang. cystic
fibrosis transmembrane conductance regu-
lator) odpowiedzialnym za mukowiscydoze
(Assidi 2022, Calogero i wsp., 2023; Tanaka
i wsp., 2022).

W ramach badan obrazowych powinno sie
wykonac badanie ultrasonograficzne, w trak-
cie ktérego ocenia sie objetos¢ jader, obec-
no$¢ zmian ogniskowych, wyklucza si¢ stany
zapalne jader i najadrzy, obecnos¢ mikro-
zwapnien, zylakéw powrdzka nasiennego,
zmian w obrebie stercza. Rzadko stosowa-
nym narzedziem diagnostycznym sa: rezonans
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magnetyczny (wykorzystywany zwlaszcza
w przypadku podejrzenia zmian w o$rod-
kowym uktadzie nerwowym) oraz wazogra-
fia (przy podejrzeniu niedroznosci nasienio-
wodow) (Agarwal i wsp., 2021; Assidi i wsp.,
2022; Calogero i wsp., 2023; Neto i wsp., 2016;
Oszukowska 2021; Salonia i wsp., 2023).

1.2,

1.2.1. Budowa chromatyny dojrzalego
plemnika

Chromatyna dojrzalego plemnika

Chromatyna w plemniku ma zdecydowanie

odmienna budowe niz chromatyna wyste-
pujaca w komdrkach somatycznych. Przede

wszystkim jest ona 6—-20-krotnie bardziej

skondensowana, co powoduje zmniejszenie

objetosci jadra wysoce zréznicowanych komo-
rek germinalnych. Ostatecznie objetos¢ jadra

plemnika stanowi 5% objetosci jadra komorki

somatycznej. Tylko 5-15% chromatyny plem-
nika wystepuje w formie nukleosomowej

zawierajacej specyficzne histony — histony
jadrowe. Rdzen nukleosomu jest oktamerem

histonéw (H2A, H2B, H3 i H4), podlegajacych

réznym modyfikacjom chemicznym (np. fosfo-
rylacja, metylacja, acetylacja). Na rdzen nawi-
niety jest DNA. Nalezy zaznaczy¢, ze genom

plemnika jest wysoce zmetylowany. Metylacji

podlega przewaznie pirymidynowa zasada

azotowa — cytozyna. Powstaje 5-metylocy-
tozyna (5-mC). Okazuje sig, ze poziom mety-
lacji w dojrzatym plemniku wynosi okoto

70%. Pomiedzy nukleosomami, podobnie jak
w przypadku chromatyny komoérek somatycz-
nych, wystepuje histon H1. DNA zbudowany
z powtarzajacych sie jednostek jakimi sa nukle-
osomy tworzy fibryle chromatynowa. Histon

H1 odpowiedzialny jest za tworzenie struk-
tur wyzszego rzedu, czyli upakowanie nukle-
osomdw w postaci solenoidu (Rycina 1) (Gold
i wsp., 2018; Hao i wsp., 2019; Mancini i wsp.,
2023; Piasecka i wsp., 2021; Ribas-Maynon

i wsp., 2022).

Zdecydowana wiekszo$¢ DNA plemnika
polaczona jest z protaminami (protamina 1
wystepujaca u wszystkich ssakéw, prota-
mina 2 u cztowieka i kilku innych gatun-
kéw), co sprzyja silnej kondensacji materiatu
genetycznego. Stwierdzono, ze az 85% DNA
zwiazanych jest z tymi bialkami. Protamina 1
zawiera krotka domene bogata w seryne
i arginine (do 48%) i tworzy stabilne pota-
czenie z fancuchem DNA. Rolg argininy jest
neutralizacja ujemnego tadunku grupy fos-
foranowej nici DNA. Neutralizacji podlega
ponad 90% grup fosforanowych. Co wiegcej,
protaminy podlegaja stabilizacji na skutek
powstania wigzan/mostkéw dwusiarczko-
wych (-S-S-) wewnatrz protamin i pomie-
dzy nimi, wskutek utleniania grup tiolowych/
sulfhydrylowych (-SH) cysteiny. Istotna role
w tym procesie odgrywa peroksydaza gluta-
tionowa PHGPx (patrz 1.3.3.1. Antyoksydanty
enzymatyczne). Tworzenie sie tych wigzan
nie tylko stabilizuje protaminy, ale rowniez
sprzyja zaawansowanej kondensacji DNA.
Rozpoczyna si¢ ona juz podczas spermioge-
nezy i jest dalej kontynuowana w najadrzu
(Barati i wsp., 2020; Baskaran i wsp., 2021;
Gold i wsp., 2018; Hao i wsp., 2019; Juarez-
-Rojas i wsp., 2022; Mancini i wsp., 2023;
Ribas-Maynon i wsp., 2012, 2022; Singh i wsp.,
2011; Ritchie i wsp,. 2021).

Protaminy umozliwiaja tworzenie spiral-
nych petli DNA, ktére upakowane sa w struk-
tury wyzszego rzedu, czyli toroidy (zawieraja
50-100 kilo par zasad). Pomiedzy przyle-
gajacymi toroidami znajduje sie tacznikowy
DNA o budowie nukleosomowej, ktory jest
powiazany z wléknami macierzy jadrowej,
czyli widknami szkieletu jadrowego. Miejsce
wigzania si¢ tego DNA z wléknami macie-
rzy w nomenklaturze anglojezycznej nosi
nazwe regionu MAR (ang. matrix attach-
ment region) (Rycina 1). Nalezy zaznaczy¢,
ze obszar MAR jest wrazliwy na aktywno$¢
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Rycina 1. Budowa chromatyny plemnika (szczegéty w tekscie)
(Piasecka i wsp., 2021; Ribas-Maynon i wsp., 2022; Singh i wsp., 2011)

topoizomerazy II, natomiast facznikowe petle
DNA podlegaja dziataniu DNazy (Gold i wsp.,
2018; Hao i wsp., 2019; Okada, 2022b; Piasecka
i wsp., 2021; Podgornaya 2022; Ribas-Maynon
i wsp., 2012, 2022).

1.2.2. Etiopatogeneza uszkodzen jadrowego
DNA plemnikow

1.2.2.1. Zaburzenia spermiogenezy —
nieprawidlowa aktywnos¢
topoizomerazy I1

Podczas spermiogenezy nastepuje przebudowa
materialu genetycznego réznicujacych sie
spermatyd. Jest to proces wieloetapowy zde-
teminowany wspoétdziataniem licznych genéw,
réznych czynnikéw molekularnych i enzy-
mow. Poniewaz chromatyna okragtlej sper-
matydy ma budowe nukleosomowa i zawiera
histony jadrowe wchodzace w sktad nukleoso-
mow musi nastapi¢ wymiana tych histonéw
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na biatka przejsciowe (dwa rodzaje bialek
przejsciowych TP1 i TP2), a te z kolei odpo-
wiednio na protamine 1 i 2. Destabilizacja
budowy nukleosomowej poprzedzona jest
wczes$niej modyfikacja histonéw somatycz-
nych spermatocytéw pachytenowych (ubi-
kwitynacja, fosforylacja, ADP-rybozylacja,
metylacja, sumoilacja). Ostatecznie wymie-
nione sa na histony jadrowe (Francis i wsp.,
2014; Garcia-Rodriguez i wsp., 2019; Hao
i wsp., 2019; Okada 2022a, b; Piasecka i wsp.,
2021). Nalezy zaznaczy¢, ze wymiana histo-
néw jadrowych na biatka przejsciowe wymaga
hiperacetylacji histonu H4 i aktywno$ci topo-
izomerazy II, ktéra odpowiada za powstawa-
nie fizjologicznie wystepujacych przejsciowych
podwdjnych nacie¢ nici DNA. Aktywno$¢
tego enzymu powoduje rozluznienie struk-
tury nici DNA i zmniejszenie jej naprezen
wynikajacych z superspiralizacji. Bez tych
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nacie¢ niemozliwe jest wbudowanie biatek
przej$ciowych. Kolejnym etapem jest usunie-
cie tych biatek i wbudowywanie protaminy 1
i 2. Jest to proces protaminacji zachodzacy
w wydluzajacych sie spermatydach. W kon-
cowej reorganizacji DNA plemnika naste-
puje taczenie wolnych koncow DNA. Jest
to tzw. ligacja, za ktora odpowiada takze
topoizomeraza II, co wiecej majaca zdolnos¢
naprawy DNA. Zatem za prawidlowa inte-
gralnoscia genomu plemnikéw odpowiada
topoizomeraza II. Nalezy zaznaczy¢, ze jej
aktywno$¢ jest kontrolowana przez polime-
raze poli (ADP-rybozy) (Francis i wsp., 2014
Garcia-Rodriguez i wsp., 2019; Hao i wsp.,
2019; Okada 2022a, b; Piasecka i wsp., 2021).

W przypadku nieprawidtowej aktywnosci
wymienionych enzyméw dochodzi do prze-
trwatych patologicznych endogennych naciec¢
DNA (brak procesu ligacji wolnych koncéw
DNA), a w efekcie pofragmentowania mate-
rialu genetycznego i nieprawidtowej protami-
nacji, co skutkowa¢ moze nieplodnoscig meska
(Cannarella i wsp., 2020; Francis i wsp., 2014;
Garcia-Rodriguez i wsp., 2019; Gold i wsp.,
2018; Okada 2022a, b; Panner Selvam i wsp.,
2021a; Piasecka i wsp., 2021; Ribas-Maynon
i wsp., 2022; Watanabe 2022).

1.2.2.2. Apoptoza

Apoptoza jest zjawiskiem fizjologicznym cha-
rakteryzujacym si¢ komdérkowymi mody-
fikacjami biochemicznymi i morfologicz-
nymi, ktére zapewniaja kontrolowana §mier¢
komorki. Proces ten zachodzi w wielu komor-
kach organizmu cztowieku, réwniez stwierdza
sie go w komdrkach germinalnych nablonka
plemnikotworczego (Asadi i wsp., 2021; Evans
i wsp., 2021). Zaobserwowano, ze nawet do 75%
tych komorek ulega apoptozie, co zdecydo-
wanie jest uzasadnione, gdyz ma to na celu:
1) zredukowanie populacji komdrek nabtonka
plemnikotworczego do takiej liczby, ktéra

mogtlaby by¢ wspierana przez ,opiekuncze”
komorki Sertolego uczestniczace w tworzeniu
bariery krew—jadro, 2) wybidrcza eliminacje
komérek nieprawidtowych, 3) powstanie fali
apoptotycznej przed pokwitaniem, co zwia-
zane jest z rozwojem prawidlowej sperma-
togenezy. W omawianych przypadkach pro-
ces apoptozy dotyczy komdrek germinalnych,
ktére nie sa wysoce zréznicowane i catkowi-
cie podlegaja eliminacji (Asadi i wsp., 2021;
Evans i wsp., 2021; Sakkas i Alvarez, 2010).
Do jednych z hipotez powstawania uszko-
dzen genomu plemnika nalezy proces “nie-
udanej apoptozy” (ang. “abortive apoptosis”),
ktéra w tym przypadku dotyczy komorek ger-
minalnych podlegajacych zréznicowaniu lub
juz zréznicowanych. Komoérka wchodzaca
na droge apoptozy z powodu zaburzen DNA
(nieudana naprawa DNA, bledy w procesie
replikacji DNA) moze “uciec” z tego procesu
i fizycznie nie podlega¢ procesowi eliminacji.
Zrbznicowane spermatydy mimo, iz wykazuja
morfologiczne, badz tez molekularne zabu-
rzenia, nie sa jednak przyczyna do kontynu-
owania apoptozy i eliminacji tych komorek
z nabtonka plemnikotwérczego. Sugeruje sie,
ze w takich przypadkach brak jest synchro-
nizacji spermatogenezy z apoptoza komo-
rek plemnikotwdrczych, podlegaja one dalej
réznicowaniu i pojawiaja sie w ejakulacie
majac cechy programowanej §mierci. Mozna
stwierdzi¢ w nich ekspresje biatek zwigza-
nych z apoptoza, np. receptor $mierci Fas,
biatko p53, Bcl-2, kaspaz oraz obnizenie poten-
cjalu wewnetrznej blony mitochondialnej,
a takze naciecia DNA. Ponadto na powierzchni
gamet meskich mozna zidenityfikowac fos-
fatydyloseryne, ktéra we wczesnej apopto-
zie jest relokowana z wewnetrznego listka
btony komérkowej do zewnetrznego (Agarwal
i wsp., 20204, 2020b; Aitken 2017b; Bibov i wsp.,
2018; Boguenet i wsp., 2021; Budzirnska i wsp.,
2024; Evans i wsp., 2021; Grunewald i wsp.,
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2017; Garcia-Rodriquez i wsp., 2019; Panner
Selvam i wsp., 2021a; Sakkas i Alvarez, 2010).

Aktywowanie kaspaz (proteazy cysteinowe),
ktére sa wykonawcami apoptozy i w konse-
kwencij powoduja degradacje DNA komorek
uszkodzonych odbywa sie szlakiem zewnatrz-
i wewnatrzpochodnym. W pierwszym przy-
padku apoptoza inicjowana jest przez Fas
ligandy (FasL) lub czynnik martwicy nowo-
tworéw (TNF, ang. tumor necrosis factor)
taczace sie z receptorami $mierci odpowiednio
Fas lub TNF typu 1 znajdujacymi si¢ w bto-
nie komdrkowej, stad nazwa apoptoza recep-
torowa. W procesie tym uczestniczg komoérki
Sertolego i limfocyty T, ktére wykazuja ekspre-
sje FasL. W konsekwecji dochodzi do rekruta-
¢ji inicjatorowej kaspazy 8, a nastepnie wyko-
nawczej 3, co dalej powoduje fragmentacje
DNA (Agarwal i wsp., 2020b; Asadi i wsp.,
2021; Evans i wsp., 2021; Sharma i wsp., 2023).

Z kolei apoptoza odbywajaca sie na drodze
wewnatrzpochodnej inicjowana jest przez czyn-
niki, ktére uszkadzaja DNA komérek. Szlak
wewnatrzpochodny zwiazany jest z mitochon-
driami, ktére uwalniajac cytochrom c akty-
wuja inicjatorowa kaspaze 9, nastepnie kaspazy
wykonawcze 3, 6 i 7. W konsekwencji docho-
dzi do fragmentacj DNA (Aitken i Lewis, 2023;
Aitken i wsp., 2015; Bibov i wsp., 2018; Boguenet
i wsp., 2021; Evans i wsp., 2021; Sharma i wsp.,
2023). Dobrze poznanym czynnikiem wywo-
lujacym apoptoze plemnikéw sa reaktywne
formy tlenu (RFT, ang. reactive oxigen species),
gléwnie generowane przez uszkodzony fan-
cuch oddechowy mitochondréw. RFT powo-
dujac peroksydacje lipidéw przyczyniaja sie
do powstania silnie toksycznych aldehydéw.
Te ostatnie wiazac sie z biatkami mitochon-
drialnymi wtérnie uszkadzajg tanicuch odde-
chowy i zwiekszaja generowanie przez niego
RFT (patrz 1.3.6. Kliniczne konsekwencje
stresu oksydacyjnego). Ostatecznie RFT, obok
uszkodzenia mitochondrialnego DNA, inicjuja
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apoptoze plemnikéw szlakiem wewnatrzko-
moérkowym zaleznym od mitochondriéw
(Agarwal i wsp., 2020b; Aitken i wsp., 2015, 2022;
Aitken i Lewis, 2023; Asadi i wsp., 2021; Barati
i wsp., 2020; Bibov i wsp., 2018; Boguenet i wsp.,
2021; Evans i wsp., 2021; Sharma i wsp., 2023).

Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku plem-
nikéw ma miejsce tzw. skrécona i domyslna
apoptoza (ang. truncated default intrinsic
apoptotic cascade). Moze wystapi¢ w sperma-
tydach, plemnikach jadrowych, najadrzowych
i po ejakulacji, w warunkach gdy zmniejsza
sie dostepnos¢ czynnikow przezycia lub jest
ich brak. Ten proces apoptozy zdecydowanie
obniza jako$¢ plemnikéw. Spada ich ruchli-
wo$¢, zywotnos¢ i zmniejsza sie potencjal
wewnetrznej blony mitochondrialnej, co wie-
cej zwieksza sie uszkodzenie DNA plemnikow
nie tyle przez aktywacje kaspaz, ile przez RFT.
Kaspazy i nukleazy aktywowane podczas apop-
tozy nie sa w stanie zdegradowa¢ DNA wysoce
zréznicowanych komérek germinalnych,
w tym plemnikow, gdyz istnieje przeszkoda
natury fizycznej: 1) jadro plemnika odsepa-
rowane jest od wstawki zawierajacej mito-
chondria 2) chromatyna plemnika jest wysoce
skondensowana. Zatem nacigcia DNA plem-
nikéw, ktore przechodzg apoptoze szlakiem
wewnatrzpochodnym zaleznym od mitochon-
driéw, sa efektem oksydacyjnego uszkodzenia
(Aitken i Lewis, 2023; Aitken i wsp., 2015, 2022;
Bibov i wsp., 2018; Budziriska i wsp., 2024).

1.2.2.3. Reaktywne formy tlenu —
stres oksydacyjny

Oksydacyjne uszkodzenia DNA zostaty opi-
sane w rozdziale: patrz 1.3.6. Kliniczne kon-
sekwencje stresu oksydacyjnego.

1.3. Stres oksydacyjny w nasieniu

Termin ,stres oksydacyjny” zostal po raz pierw-
szy wymieniony w literaturze w 1970 r., nato-
miast jako koncepcja w biologii i medycynie
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Tabela 1. Podzial reaktywnych form tlenu wraz z przykladami

Wolne rodniki

Reaktywne formy tlenu niebedace wolnymi rodnikami

anionorodnik ponadtlenkowy (O,")

Nadtlenek wodoru (H,O,)

rodnik hydroksylowy (OH")

Tlen singletowy (*O,)

rodnik wodorotlenkowy (HO,")

Ozon (Os)

rodnik alkoksylowy (RO"), peroksylowy (RO,")

Kwas podchlorawy (HOCI)

zostal sformutowany w 1985 r. zdefiniowano
go jako zachwianie réwnowagi miedzy wytwa-
rzaniem RFT, a antyoksydacyjnym ochronnym
dziataniem. W takim przypadku ma miejsce
generowanie patologicznych ilosci RFT (zré-
dfa endo- i egzogenne) wobec niewydolno-
$ci ich neutralizacji za pomoca antyoksydan-
téw (enzymatycznych i nieenzymatycznych).
Zatem procesy utleniania przewazaja nad
procesami redukcji, co w konsekwencji pro-
wadzi do oksydacyjnych uszkodzen makro-
molekul plemnika i w efekcie obnizenia para-
metréw seminologicznych. W warunkach
fizjologicznych produkcja RFT jest w réw-
nowadze z ich unieczynnianiem. Niewielkie
ilo$ci tych zwigzkéw sa niezbedne dla funkcji
plemnika (Azzi, 2022; Esteves, 2019; Fraczek
i Kurpisz, 2005; Panner Selvam i wsp., 2021b;
2022; Rana i Agarwal 2020; Takalani i wsp.,
2023; Walczak-Jedrzejowska, 2015).

1.3.1. Reaktywne formy tlenu

Do RFT naleza wolne rodniki (substancje,
ktére posiadaja jeden albo wiecej niesparo-
wanych elektronéw) oraz zwiazki, ktére nie
naleza do grupy wolnych rodnikéw (Tabela 1).
RFT sa grupa zwiazkow chemicznych, ktére
tworzone sa po niekompletnej redukgcji 1-, 2-
lub 3-elektronowej czasteczki tlenu (O,)
(Rycina 2). Tlen jako czasteczka wystepo-
wac moze w stanie trypletowym (*0,)" i sin-

1 Stanem podstawowym tlenu jest tlen trypletowy majacy
dwa niesparowane elektrony, jest on birodnikiem, nie wcho-
dzi fatwo w reakcje utleniania i redukcji z uwagi na posiadanie
dwoch elektronéw o réwnolegtych spinach. Z tego powodu tlen
trypletowy o wiele latwiej ulega reakcji ze zwiazkami jednoelek-
tronowymi — przyjmuje od nich jeden elektron.

gletowym (*O,)* (Azzi, 2022; Esteves, 2019;
Frgczek i Kurpisz, 2005; Panner Selvam i wsp.,
2022; Puzanowska-Tarasiewicz i wsp., 2008;
Rana i Agarwal 2020; Sarniak i wsp., 2016;
Walczak-Jedrzejowska, 2015; Yang i wsp., 2019).
Tlen czasteczkowy (trypletowy) z racji braku
mozliwos$ci znalezienia partneréw do reak-
cji 4-elektronowej, wstepuje na droge
1-elektronowa. Do rodn

ikéw wyjsciowych, ktére formowane sa pod-
czas tej reakcji nalezy anionorodnik ponad-
tlenkowy (O,") (1) (Rycina 2).

O,+e ->0," 1)

Zwiazek ten posiada zarazem zdolnosci
utleniajace i redukujace. Obecnos¢ aniono-
rodnika ponadtlenkowego prowadzi¢ moze
do powstania kolejnych reaktywnych form
tlenu, o zwiekszonej reaktywnosci. Po dostar-
czeniu protonéw anionorodnik ulega reakcji
dysmutacji (dysproporcjonowania) do nad-
tlenku wodoru (H,0,) i tlenu czasteczkowego
w sposdb spontaniczny lub enzymatyczny (2)
(Rycina 2). Katalizatorem reakcji jest enzym
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. super-
oxide dismutase).

20, + 2H" - O, + H,0, ()

Nadtlenek wodoru powstawa¢ moze réw-
niez jako efekt rozpadu ozonu (O;) (3) lub
wskutek przylaczenia jednego elektronu

2 O tlenie singletowym méwimy gdy wypadkowy spin elek-
tronéw w czasteczce wynosi zero i spiny te ulegly sparowaniu.
Jest to bardziej reaktywna forma tlenu, powstaje podczas reakcji
wzbudzenia czasteczki tlenu trypletowego za pomoca promie-
niowania nadfioletowego, promieniowania o wyzszej energii
albo reakcji chemicznych.
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Rycina 2. Etapy powstawania reaktywnych form tlenu (szczegély w tekscie)

do anionorodnika ponadtlenkowego (4). Jest
takze produktem 2-elektronowej redukcji
tlenu tripletowego (5) (Rycina 2).

3H,0 + O; - H,0, + 20H" + 2HO,’ (3)
O, + 2H" - H,0, 4)
O, + 2H" + 2¢” - H,0, (5)

H,O, jako czgsteczka elektrycznie obojetna
ma fatwo$¢ przenikania do wnetrza komérki,
co w konsekwencji powoduje jej uszkodzenie.
Dodatkowo tatwo przeksztalca sie w rodnik
hydroksylowy (OH") — jeden z najsilniejszych
poznanych utleniaczy (6). Ponadto, ma fatwos¢
wchodzenia w reakcje chemiczne z metalami
przejsciowymi, tj. pierwiastkami nalezacymi
do ,bloku d” w ukfadzie okresowym pierwiast-
kéw (miedz, zelazo, mangan, chrom, kobalt) —
reakcja Fentona (7). Produktem tej reakc;ji jest
wspomniany rodnik OH’. Reakcja moze by¢
katalizowana przez inne jony metali (np. mie-
dzi, niklu, kobaltu, chromu) ulegajace reakcjom
redoks. Wystarczajace sa juz ich §ladowe ste-
zenia. W razie braku dostepnosci jonéw zela-
zawych (Fe*") moga one zosta¢ odtworzone
w reakcji utleniania i redukcji w obecnosci
anionorodnika ponadtlenkowego (8) (Azzi,
2022; Frgczek i Kurpisz; 2005; Mannucci i wsp.,
2022; Puzanowska-Tarasiewicz i wsp., 2010;
Sarniak i wsp., 2016; Siddiqui i wsp., 2015;
Walczak-Jedrzejowska, 2015).

H,O, + e + H" - H,O + OH" (6)
H,O, + Fe** - OH" + OH + Fe* (7)
2Fe* + O, —» 2Fe* + O, 8)
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Ponadto H,O, ma zdolno$¢ do utlenienia
jonéw chlorkowych do kwasu podchloro-
wego (HOCI) wykazujacego silne wtasciwo-
$ci oksydacyijne, a przez to bakteriobdjcze (9).
Katalizatorem tej reakcji jest mieloperoksy-
daza wystepujaca w ziarnisto$ciach neutrofili.

H,O, + CI" -» OH’ + HOCIl 9)

Nalezy wspomnie¢ takze, ze H,O, moze
reagowac z O,"". Katalizatorem tej reakcji
sq jony zelazawe (reakcja Habera—Weissa) (10).

H,0, + 0, > OH' + OH™ + O, (10)

Innym zwigzkiem nalezagcym do RFT jest
wspomniany wcze$niej tlen singletowy (patrz
przypis 2), ktéry mimo, ze nie nalezy do grupy
wolnych rodnikéw, ma wieksza energie cza-
steczki niz tlen tripletowy i oddzialuje na inne
czasteczki, majac mozliwo$¢ przekazania
swojej energii wzbudzenia. Stad tez wyka-
zuje silne wlasciwosci uszkadzajace kwasy
nukleinowe, kwasy ttuszczowe i biatka (Azzi,
2022; Mannucci i wsp., 2022; Puzanowska-

-Tarasiewicz i wsp., 2008; Siddiqui i wsp., 2015;
Walczak-Jedrzejowska, 2015).

Do RFT naleza réowniez rodniki alkok-
sylowe (-RO") i peroksylowe (RO,"), ktére
powstaja w wyniku reakeji RTF ze zwigzkami
organicznymi, np. bialkami i lipidami. Nie
mozna pominac¢ faktu, ze utlenianie hemoglo-
biny i mioglobiny moze prowadzi¢ do powsta-
nia O,". Hemoglobina ulega spontanicznej
reakcji autooksydacji, tj. przejscia z oksyhe-
moglobiny (Hb-Fe**O,) do methemoglobiny
(Hb-Fe**) (11). Stezenie hemoglobiny kontrolo-
wane jest przez reduktaze methemoglobinows,
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ktéra redukuje methemoglobine do hemo-
globiny.

Hb-Fe**O, — Hb-Fe** + O, (11)

1.3.2. Reaktywne formy azotu

Nalezy wspomnieé¢ réwniez o waznych
i powszechnie wystepujacych reaktywnych
formach azotu (RFA, ang. reactive nitrogen spe-
cies) (Tabela 2). Nalezy do nich rodnik tlenku
azotu (NO") i dwutlenku azotu (NO,’) oraz
zwiazki niebedace wolnymi rodnikami: kwas
azotawy (HNO,), tritlenek diazotu (N,Os;)
oraz kwas nadtlenoazotawy (HNOj;). Rodnik
tlenku azotu (II) dzieki aktywnosci syntazy
tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase)
jest tworzony podczas reakcji metabolicznej
z L-argininy (12).

Tabela 2. Podzial reaktywnych
form azotu wraz z przykladami

Reaktywne formy azotu

RRlesesais niebedace wolnymi rodnikami

Tlenek azotu (NO®) Kwas azotawy (HNO,)

Dwutlenek azotu (NO,")  Tritlenek diazotu (N,O;)

Kwas nadtlenoazotawy (HNO;)

L-arginina — cytrulina + NO* (12)

NO* ma zdolnos¢ reagowania z aniono-
rodnikiem ponadtlenkowym tworzac istotny
nadtlenoazotyn (NO;"), prowadzi do unie-
czynnienia dwéch toksycznych rodnikéw (13)

0, + NO" > NO, (13)

Z kolei anion NO;~ w §rodowisku kwasnym
moze przyczynic sie do powstania nastepnego
rodnika azotowego, jakim jest NO," oraz tok-
sycznego OH" (14) (Azzi, 2022; Mannucci i wsp.,
2022; Puzanowska-Tarasiewicz i wsp., 2008;
Siddiqui i wsp., 2015; Walczak-Jedrzejowska,
2015).

NO, + H* > OH" + NO,’ (14)

1.3.3. Antyoksydanty w nasieniu

Do zapewnienia prawidlowego funkcjono-
wania organizmu niezbedna jest prawidfowa
rownowaga miedzy produkcja RFT a dziata-
niem mechanizméw ochronnych systemu
oksydacyjnego, czyli zapobieganie reakcji RET
ze sktadnikami komorki, przerwanie reakcji
wolnorodnikowych juz rozpoczetych oraz
usuniecie skutkow tych reakcji dla organi-
zmu. Z uwagi na strategiczna role meskiego
uktadu plciowego istnieje wiele enzymatycz-
nych i nieenzymatycznych antyoksydantéw
usuwajacych RFT z plemnika i plazmy nasie-
nia (Tabela 3). W nasieniu obecna sa takze
prostasomy, ktore biora udzial w neutrali-
zacji RFT (Agarwal i wsp., 2023; Baskaran
i wsp., 2021; Frgczek i wsp., 2005; Ronquist
2015; Vickram i wsp., 2020; 2022).

Tabela 3. Podzial antyoksydantow

Enzymatyczne:

Dysmutaza ponadtlenkowa
Katalaza

Peroksydaza glutationowa
Reduktaza glutationowa
S-transferaza glutationowa

Nieenzymatyczne:

Glutation

Witaminy (A, C, E, B)
L-karnityna, L-acetylokarnityna
Koenzym Q,,
N-acetylocysteina, homocysteina
Laktoferyna

mikroelementy (Se, Zn, Cu)
Flawonoidy

Transferyna

Kwas foliowy

Kwas moczowy

Bilirubina

Tauryna, hipotauryna

1.3.3.1. Antyoksydanty enzymatyczne

Podstawowym enzymatycznym systemem
antyoksydacyjnym jest tzw. triada enzy-
matyczna, w sklad ktérej wchodza: dysmu-
taza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza
glutationowa (Agarwal i wsp., 2019¢, 2023;
Dutta i wsp., 2019; 2022; Mancini i wsp., 2023;
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Mannucci i wsp., 2022; Marchlewicz i wsp.,
2016; Martin-Hidalgo i wsp., 2019; Majzoub
i wsp., 2018; O’Flaherty i Scarlata, 2022;
Sheweita i wsp., 2022; Takalani i wsp., 2023;
Walczak-Jedrzejowska 2015; Yamasaki i wsp.,
2022).

Dysmutaza ponadtlenkowa

W ludzkim organizmie wyrézniamy 3 rodzaje
dysmutazy ponadtlenkowej: 1) cytopla-
zmatyczna cynkowo-miedziowa (SOD-1,
Cu-ZnSOD), 2) mitochondrialna manga-
nowa (SOD-2, MnSOD) i 3) zewnatrzkomor-
kowa cynkowo-miedziowa (SOD-3/EC-SOD,
Cu-ZnSOD). Wszystkie dysmutazy biora
udzial w dwuetapowej reakcji dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego do H,O,
i tlenu czasteczkowego (15). Pierwszym eta-
pem tej reakcji jest redukcja anionorodnika
ponadtlenkowego (jego neutralizacja) kosz-
tem utleniania jonu metalu (grupy proste-
tycznej enzymu). W wyniku czego powstaje
H,0, (16). W drugim etapie ma miejsce utle-
nianie anionorodnika ponadtlenkowego kosz-
tem redukcji jonu metalu. Produktem tej reak-
cji jest tlen czasteczkowy (17) (Ancuelo i wsp.,
2021; Agarwal i wsp., 2019¢; 2023; Dutta i wsp.,
2019; 2022; Marchlewicz i wsp., 2016; Martin-
-Hidalgo i wsp., 2019; Majzoub i Agarwal; 2018;
O’Flaherty i Scarlata, 2022; Sheweita i wsp.,
2022; Walczak-Jedrzejowska 2015; Yamasaki
i wsp., 2021).

20" +2H' = O,+ H,0, (15)
SOD-Me™ + O,"” + 2H" —»

SOD-Me™V* + H,0, (16)
SOD-Me™P* + 0, - SOD-Me™ + O, (17)

Dysmutaza SOD-1, kodowana na 21. chro-
mosomie, wystepuje w postaci homodime-
réw (masa czasteczkowa 32 kDa). Enzym ten
stwierdza sie w plazmie nasienia (75% catko-
witej aktywno$ci SOD w plazmie nasienia),

22

w plemnikach, w najadrzu, plynie sr6dmiaz-
szowym, limfie i krwi. Z kolei SOD-2 kodo-
wana na 6. chromosomie bedaca homotetra-
merem (masa czasteczkowa 96 kDa) obecna
jest w macierzy mitochondriéw wstawki plem-
nika. W komoérkach somatycznych wykryto
ja takze w jadrze w komérkowym, lizosomach
i peroksysomach oraz w przestrzeni zewnag-
trzkomorkowej. Natomiast SOD-3 (kodowana
na chromosomie 4. homotetramer, masa cza-
steczkowa 135 kDa) ujawniono w kanalikach
nasiennych, plazmie nasienia (25% calkowitej
aktywnosci SOD w plazmie nasienia) i naja-
drzu. Nalezy podkresli¢, ze plazma nasie-
nia zawiera wieksza ilo§¢ aktywnej SOD niz
inne ptynu pozakomdkowe, gtéwnym ich zré-
dtem jest prostata (Ancuelo i wsp., 2021; Azzi
2022; Brieger 2012; Frgczek 2005; Gacko i wsp.
2006; Gupta i wsp., 2021; Mancini i wsp., 2023;
Mannucci i wsp., 2021; Marchlewicz i wsp.,
2016; Walczak-Jedrzejowska 2015).

Katalaza

Do jednych z najbardziej efektywnych enzy-
matycznych antyoksydantéw w nasieniu,
oprécz dysmutazy ponadtlenkowej, nalezy
katalaza (CAT, ang. catalase). Wystepuje
ona w formie tetrametru, zawiera grupe
prostetyczna-hemowa oraz miejsce wiaza-
nia dla koenzymu — fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADP" — forma
utleniona). Znajduje sie we wszystkich orga-
nizmach tlenowych: w peroksysomach, mito-
chondriach, retikulum endoplazmatycznym
oraz cytozolu komorek takich jak erytro-
cyty, komdrki watroby, szpiku lub nerki. Gen
CAT kodujacy katalaze znajduje sie¢ na chro-
mosomie 11. Jej zrédtem w plazmie nasie-
nia jest prostata. Wykryto ja takze w plem-
nikach i najadrzu. Enzym ten bierze udziat
neutralizacji nadtlenku wodoru do tlenu cza-
steczkowego i wody (18) (Dutta i wsp., 2019;
Gupta i wsp., 2021; Marchlewicz i wsp., 2016;
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Nandi i wsp., 2019; Sarniak i wsp., 2016; Sies
i wsp., 2020).

2H,0, - 2H,0 + O, (18)

Peroksydaza glutationowa

Kolejnym istotnym enzymem, bioracym udziat
w ochronie komérki przed dzialaniem nieorga-
nicznych nadtlenkéw (np. H,O,) i organicznych
(np. lipidéw?) jest peroksydaza glutationowa
(GPx, ang. glutathione peroxidase). Z reguly
wystepuje w postaci tetrameru z atomem

(flawoproteina — flawoenzym). Funkcja GR jest
redukcja GSSG do GSH, przy udziale zreduko-
wanej formy fosforanu dinukleotydu nikotyno-
amidoadeninowego (NADPH + H" ). Zapewnia
to cykliczna redukcje H,O, (Rycina 3).
Ponadto, GPx — jak wspomniano wcze-
$niej — ma zdolno$¢ redukcji nadtlenkéw lipi-
déw (LOO) (wystepujacych takze w postaci
wodoronadtlenkéw chronigc je przed uszko-
dzeniem i tworzeniem z nich toksycznych
aldehydéw. Redukcja ich odbywa sie réw-
niez przy udziale GSH. W efekcie powstaja

zredukowany

NADP’ 1\/ glutation (2 GSH) \/

reduktaza
glutationowa

ryboflawina
(FAD)

NADPH + H'

/ \ utleniony

glutation (GSSG)

peroksydaza
glutationowa

I

selen

Rycina 3. Udzial peroksydazy glutationowej (GPx-Se) w redukcji nadtlenku wodoru przy udziale zredu-
kowanej formy glutationu (GSH). Utleniona forma glutationu (GSSG) ulega redukcji dzieki aktywnosci
reduktazy glutationowej (GR) (szczegdty w tekscie)

selenu, zwiazanym z cysteing, w kazdej z pod-
jednostek. Bierze ona udzial w reakcji reduk-
¢ji H,O, do H,O z udzialem zredukowanej
formy glutationu (GSH, ang. glutathione).
W wyniku redukcji H,O, zredukowana forma
glutationu przeksztalca sie w jego forme utle-
niong — dwusiarczek glutationu (GSSG). Taka
redukcja nadtlenku wodoru zapobiega jego
przeksztalceniu w reakcji Fentona w bar-
dziej toksyczny rodnik OH" (7). GPx $cisle
wspoldziata z reduktaza glutationowa (GR,
ang. glutathione reductase) zawierajaca jako
grupe prostetyczna dinukleotyd flawinoadeni-
nowy (FAD, ang. flavin adenine dinucleotide)

3 Nadtlenki lipidéw to produkty reakcji peroksydacji lipi-
déw (LOO). Sa one nastepnie metabolizowane do akroleiny,
4-hydroksynonenalu (4-HNE) oraz dialdehydu malonylowego
(MDA), ktérych stezenie $wiadczy¢ moze o zwigkszonej ilo§¢
RFT i przewagi proceséw utleniania nad procesami redukcji.

pochodne hydroksylowe wodoronadtlenkéw
lipidéw (LOH) (Rycina 4) (Ahmadi i wsp.,
2016; Barati i wsp., 2020; Baskaran i wsp.,
2021; Gatecka i wsp., 2008; Handy i wsp., 2022;
Jelezarsky i wsp., 2008; Walczak-Jedrzejowska
i wsp., 2013).

GPx-Se GPx-Se
LOOH 77— LO-SG —-— LOH
GSH H,0 GSH GSSG

Rycina 4. Udzial peroksydazy glutationowej (GPx-Se)
w redukcji wodoronadtlenkéw lipidéw (LOOH)
do ich pochodnych hydroksylowych (LOH) z forma
selenodisulfidowa (LO-SG) jako forma posrednia

Wyrdznia sie 5 rodzajéow GPx (GPx1-GPx5).
GPx1 jest enzymem cytozolowym, podobnie
jak GPx2. Z kolei GPx3 to enzym wystepujacy
w osoczu. Jest to forma wydzielnicza enzymu.
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Wykryto ja w najadrzu. Z kolei GPx5 (seleno-
niezalezna) to enzym specyficzny dla naja-
drza. Wystepuje w plazmie nasienia (z pro-
staty) i macierzy mitochondriéw wstawki
plemnika. Natomiast GPx4 znana réwniez
jako nPHGPx — peroksydaza glutationowa
nadtlenkow fosfolipidéw (ang. phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidase) jest
enzymem gléwnie zwigzanym z blonami
(monomer) i bierze udzial przede wszystkim
w neutralizacji nadtlenkéw lipidow i choleste-
rolu. Zidentyfikowano ja w gonadzie i naja-
drzu. Wystepuje w komoérkach germinalnych
nabtonka plemnikotworczego i ostatecznie
w plemnikach. Podkre§la sie jej istotna role
W spermatogenezie, szczegé6lnie w jej kon-
cowym etapie spermiogenezie, w ktérym
ma miejsce dojrzewania wydluzajacych sie
spermatyd. Wyrdznia sie trzy izoformy tego
enzymu: jadrowa (nGPx4, nPHGPX, ang. nuc-
lear glutathione peroxidase), mitochondrialna
(mGPx4, mPHGPxang. mitochondrial glu-
tathione peroxidase) i cytozolowa (cGPx4,
cPHGPx ang. cytosolic glutathione peroxi-
dase) (Barati i wsp., 2020; Baskaran i wsp.,
2021; Juarez-Rojas i wsp., 2022; Liu i wsp.,
2022; Luczaj i Skrzydlewska, 2006; O’Flaherty
i Scarlata, 2022; Puglisi i wsp., 2005; Takeshima
i wsp., 2021; Walczak-Jedrzejowska i wsp., 2013).

Jadrowa PHGPx, specyficzna dla plem-
nika, uczestniczy w reorganizacji chromatyny
plemnikéw, wykorzystujac H,O, do utlenie-
nia grup -SH cysteiny wystepujacej obficie
w protaminach zwiazanych z DNA plemni-
kéw (petni role peroksydazy biatek). Utlenianie
tych grup prowadzi do powstania mostkéw
-S-S- wewnatrz protamin i pomiedzy nimi.
Stabilizuja one strukture chromatyny i sa nie-
zbednym procesem w jej kondensacji (Barati
i wsp., 2020; Baskaran i wsp., 2021; Juarez-
-Rojas i wsp., 2022; Liu i wsp., 2022, Puglisi
i wsp., 2005; Ritchie i wsp., 2020; Walczak-
-Jedrzejowska i wsp., 2013).
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Mitochondrialna PHGPx i cytozolowa sta-
nowia 50% bialek zewnetrznej btony mito-
chondriéw wstawki plemnika. W obecnosci
zredukowanego glutationu PHGPx redukuje
nadtlenki fosfolipidéw, co chroni zewnetrzna
btone mitochondrialng przed dzialaniem RFT.
Ponadto, PHGPx dziatajac jako peroksydaza
biatek, przy udziale H,O, powoduje powstanie
licznych poprzecznych wigzan -S-S- w biat-
kach, co sprawia, ze zewnetrzna btona mito-
chondrialna staje si¢ stabilna i oporna na dzia-
tanie czynnikéw zewnetrznych. W dojrzatych
plemnikach PHGPx petni role tylko struktu-
ralna i jest nieaktywna (Puglisi i wsp., 2005;
Piasecka i wsp., 2021).

S-transferaza glutationowa

Funkcje antyoksydacyjna posiada réwniez
S-transferaza glutationowa (GST, ang. gluta-
thione S-transferase), wystepujaca w formie
trzech izoenzymoéw: cytozolowej, mitochon-
drialnej i mikrosomalnej. Enzymy te wyste-
puja we wszystkich narzadach ludzkiego orga-
nizmu i w przeciwienstwie do wiekszo$ci GPx
nie zwieraja selenu. Uczestnicza one w detok-
sykacji endo- i egzogennych zwiazkéw elek-
trofilowych (RX) majacych wlasciwoséci geno-
toksyczne i karcinogenne (np. ksenobiotyki)
poprzez wigzanie z nimi GSH i usuwanie
powstatych produktéw (GSR) na zewnatrz
komoérki przy udziale transblonowych bia-
tek (19). Ponadto, niektére z nich maja aktyw-
no$¢ peroksydazy glutationowej w stosunku
do nadtlenkéw fosfolipidéw (Barati i wsp.,
2019; Dutta i wsp., 2021; Gatecka i wsp.,
2008; Gutowicz 2020; Llavanera i wsp., 2020;
Marchewka i wsp., 2017, Marchlewicz i wsp.,
2016; O’Flaherty i Scarlata, 2022; Sarniak
i wsp., 2020; Sheweita i wsp., 2022; Williams
i wsp., 2020).

GSH + RX - GSR + HX (19)
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Peroksyredoksyny

Peroksyredoksyny (PRDX, ang. peroxiredoxins)
naleza do rodziny peroksydaz, maja zdolnos¢
redukcji H,O,, nie zawieraja selenu. U ssa-
kéw wyréznia sie 6 izoform PRDX. PRDX1,
2, 6 to izoformy cytoplazmatyczne, PRDX4
zlokalizowana jest w siateczce srédplazma-
tycznej, PRDX3 w mitochondriach, a PRDX5
w réznych kompartmentach komoérek soma-
tycznych. Enzymy te wystepuja powszechnie
w ukladzie piciowym meskim. W gonadzie
meskiej PRDX1 stwierdzono w spermato-
goniach i okraglych spermatydach, PRDX2
w okraglych spermatydach, PRDX1, 4, 5, 6
w komérkach nabtonkowych przewodu naja-
drza. Peroksyredoksyny wykazano takze w doj-
rzatych plemnikach (myszy, byka i czlowieka).
PRDX1-6 zlokalizowano w akrosomie, seg-
mencie ekwatorialnym gléwki plemnika i jej
czesci postakrosomalnej, ponadto w szyijce,
wstawce, witce gléwnej plemnika, a takze
w jego resztkowej cytoplazmie (Kumar i Singh,
2018; O’Flaherty i Scarlata, 2022; Shi i wsp.,
2018).

1.3.3.2. Antyoksydanty nieenzymatyczne
Oprécz antyoksydantéw enzymatycznych
bardzo istotne sa niskoczasteczkowe anty-
oksydanty nieenzymatyczne, ktére zwiek-
szaja aktywno$¢ wyzej wymienionych enzy-
méw (Tabela 3).

Glutation

Zwiazek ten jest tripeptydem, w sktad ktérego
wchodzi kwas glutaminowy, cysteina i glicyna.
To najwazniejszy nieenzymatyczny antyoksy-
dant zwiekszajacy ilo$¢ grup -SH w biatkach.
Reaguje z wolnymi rodnikami, z nadtlenkiem
wodoru oraz z nadtlenkami organicznymi.
Wspéldziata z GPx, GR i GST (Rycina 3, 4).
Uczestniczy on w odtwarzaniu uszkodzonych
makromolekul komoérek — biatek, lipidow

btonowych i DNA. Jest on nie tylko, antyoksy-
dantem, lecz réwniez Zrédlem aminokwaséw
dla komoérek germinalnych w trakcie sperma-
togenezy. Wystepuje w komoérkach Sertolego,
plemnikach i plazmie nasienia. Suplementacja
glutationem moze wplywac ochronnie na gru-
czol krokowy, poprawiac jako$¢ nasienia
i zwiekszac plodno$¢ (Abdullah i wsp., 2021;
Adeoye i wsp., 2018; Aitken i wsp., 2022; Barati
i wsp., 2020; Dutta i wsp., 2022; Handy i wsp.,
2022 Marchlewicz i wsp., 2016; Meseguer i wsp.,
2007).

Witamina CiE

Witamina C, kwas askorbinowy, nalezy do naj-
wazniejszych hydrofilowych antyoksydantéw,
jej stezenie w plazmie nasienia jest ponad
10-krotnie wyzsze niz w surowicy, w roztwo-
rach wodnych wystepuje jako anion askor-
binianowy. Z kolei witamina E (a-tokoferol)
jest silnym hydrofobowym przeciwutleniacz
zlokalizowany gtéwnie w btonach komor-
kowych. Obie witaminy uczestnicza w neu-
tralizuji RFT, przez to chronia lipidy przed
ich peroksydacja, jak réwniez zabezpieczaja
nici DNA przed ich oksydacyjnym uszkodze-
niem (Ahmadi i wsp., 2016; Bdldceanu i wsp.,
2022; Dutta i wsp., 2022; Majzoub i Agarwal
2018, Martin-Hidalgo i wsp., 2019; Yamasaki
i wsp., 2022).

L-karnityna i L-acetylokarnityna
L-karnityna (LC, B-hydroksy-y-trimetyloamo-
niomaslan, ang. L-carnitine) i L-acetylokarni-
tyna (ALC, ang. acetyl-L-carnitine), to dobrze
rozpuszczalne w wodzie antyoksydanty. Ich
stezenie w plazmie nasienia jest wprost propor-
cjonalne do koncentracji plemnikéw w ejaku-
lacie. Najwyzsze stezenie LC wystepuje w naja-
drzu, jest ono 2000-krotnie wyzsze niz we krwi,
co zwigzane jest z dojrzewaniem plemni-

kéw w tym narzadzie. Bowiem tutaj meskie
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komérki rozrodcze zdobywaja potencjalna
zdolnos$¢ do ruchu postepowego. Materialem
energetycznym s diugotanicuchowe kwasy
tluszczowe, ktorych utlenianie ma miejsce
w mitochondriach plemnika (B-oksydacja).
Kwasy te z kompartmentu cytozolowego
sa przenoszone przez blony mitochondrialne
do macierzy mitochondrialnej, za pomoca
karnityny i kompleksu enzyméw wbudowa-
nych w blony mitochondrialne. Zaréwno
LC, jak i ALC, obok ich funkcji zwiazanej
z ruchliwo$cia plemnikéw, wykazuja dziata-
nie przeciwutleniajace, wychwytuja bowiem
aniony ponadtlenkowe i rodniki nadtlenku
wodoru, hamujac w ten spos6b peroksydacje
lipidéw. Istotnie nizsze poziomy karnityny
obserwowano w prébkach nasienia nieptod-
nych mezczyzn z oligoastenoteratozoospermia
w poréwnaniu do grupy mezczyzn plodnych.
W dostepnych metaanalizach potwierdzono,
ze suplementacja LC i ALC wykazuje znaczna
poprawe wszystkich parametréw nasienia,
zwlaszcza ruchliwo$ci plemnikéw (Agarwal
i wsp., 2019¢c, Ahmadi i wsp., 2016; Dutta
i wsp., 2022; Majzoub i Agarwal, 2018; Martin-
-Hidalgo i wsp., 2019; Walczak-Jedrzejowska
2015; Wei i wsp., 2021; Zhou i wsp., 2007).

Koenzym Q10

Koenzym Q10, znany jako ubichinon, jest
rozpuszczalnym w ttuszczach antyoksydan-
tem. W komérkach uczestniczy w metabo-
lizmie energetycznym, gdyz zlokalizowany
jest w wewnetrznej btonie mitochondrialnej
i funkcjonuje jako jeden z przenosnikéw elek-
tronéw w fancuchu oddechowym, na pozio-
mie ktérego ma miejsce tworzenie ATP (fosfo-
rylacja oksydacyjna). W formie zredukowanej
wychwytuje wolne rodniki, ktére genero-
wane sg przez tancuch oddechowy. Stad tez
zapobiega oksydacyjnym uszkodzeniom lipi-
déw, biatek i DNA. Jego stezenie w nasieniu
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koreluje dodatnio z koncentracjg, ruchliwo-
$cig i morfologia plemnikéw (Agarwal i wsp.,
2019¢c; Ahmadi i wsp., 2016; Dutta i wsp., 2022;
Martin-Hidalgo i wsp., 2019; Nadjarzadeh
i wsp., 2014; Yamasaki i wsp., 2022).

1.3.3.3. Prostasomy

Istotna role w neutralizacji RFT pelnia pro-
stasomy — pecherzyki (30—500 nm) obficie

wystepujace w plazmie nasienia, ktére moga
by¢ nowym biomarkerem nieplodnosci meskiej.
Uwalniane sa przez komoérki nabtonka gru-
czolowego prostaty. Wielowarstwowa blona

prostasoméw zawiera cholesterol i fosfoli-
pidy w stosunku 2:1. Dominujacym fosfoli-
pidem jest sfingomielina. Pecherzyki sg 7zré-
dlem wapnia, cholesterolu i wielu istotnych

biatek dla ochrony i funkcji plemnika. Tuz

po ejakulacji, podczas procesu kapacytacji

dochodzi do fuzji plemnikéw z prostasomami

(pochwa). Zaréwno wapn i cholesterol z nich

uwalniany wbudowywany jest w blone komor-
kowa meskich gamet, co chroni je przed przed-
wczesng kapacytacja i reakcja akrosomalna.
W dalszych odcinkach drég rodnych biora
udzial w ochronie plemnikéw, kontroluja ich

ruch i procesy molekularne ich btony komér-
kowej. Ze wzgledu na uwalniany z nich wapn
reguluja reakcje akrosomalna podczas procesu

zaplodnienia. Pelnia funkcje immunomodula-
cyjna i antybakteryjna, gdyz plemniki w zen-
skich drogach rodnych narazone s3 na niepra-
widlowa flore bakteryjna i komérki zapalne,
ktore sa zrédlem RFT. Antyoksydacyjna rola

prostasoméw, ktore nie wykazuja aktyw-
nosci SOD, wiaze sie z obnizeniem zdolno-
$ci leukocytow do generowania anionorod-
nika ponadtlenkowego, najprawdopodobniej

poprzez zahamowanie aktywnosci ich oksy-
dazy NADPH (Baskaran i wsp., 2020; Frgczek
i wsp., 2005; Ronquist 2015; Vickram i wsp.,
2020; 2022).
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w nasieniu

1.3.4. Zrédla reaktywnych form tlenu

1.3.4.1. Endogenne zrédta reaktywnych

form tlenu w nasieniu

zrédel naleza niedojrzale plemniki i leu-
kocyty, zwlaszcza neutrofile i makrofagi.

W plemnikach RFT powstaja w resztkowej

ich cytoplazmie, uszkodzonych mitochon-

driach i w wyniku aktywnosci oksydazy ksan-

tynowej (Rycina 5) (Agarwal i wsp., 2018c;

Najczesciej do endogennych komoérkowych — Aitken, 2020; Aitken i Drevet, 2020; Azzi, 2022;
Baskaran i wsp., 2021; Hardy i wsp., 2021;
Takalani i wsp., 2023).
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Rycina 5. Przyczyny i konsekwencje stresu oksydacyjnego w ukladzie plciowym meskim.
RFT - reaktywne formy tlenu
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Niedojrzale formy plemnikow

Niedojrzale formy meskich gamet powstaja
podczas nieprawidlowej spermatogenezy,
szczegblnie, gdy ma miejsce morfogeneza
plemnikéw (spermiogeneza), w ktérej istotna
jej czescia jest odrzucenie nadmiaru cyto-
plazmy. Zaburzenie tego procesu skutkuje
obecnoscia resztkowej cytoplazmy zwtaszcza
na poziomie szyjki i wstawki plemnika. RFT
powstaja dzieki aktywnosci blonowej oksy-
daza NADPH, obficie wystepujacej w resztko-
wej cytoplazmie. Oksydaza ta jest komplek-
sem enzymatycznym zbudowanym z biatek
nalezacych do rodziny NOX (ang. NOX oxi-
dase family). W plemnikach identyfikuje sie
NOXS5 zalezna od jonédw wapnia. Enzym ten
redukuje O, do O,"". Zrédlem elektronéw jest
NADPH + H', ktéry powstaje w cyklu hek-
sozomonofosforanowym (HMP, ang. hexose
monophosphate shunt) w wyniku utleniania
glukozo-6-fosforanu do 6-fosfoglukonolaktonu.
Reakcja katalizowana jest przez dehydrogenaze
glukozo-6-fosforanowa (G6PDH, ang. glucose-
-6- phosphate dehydrogenase) (Rycina 5, 6)
(Aitken, 2017b, 2020; Aitken i Drevet 2020;
Aitken i wsp., 2022; Antony i wsp., 2017; Azzi,
2022; Baskaran i wsp., 2021; Brewer i wsp., 2013;

NADP + H*

Rycina 6. Oksydaza NADPH i jej rola w plemniku
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Dutta i wsp., 2019; Panday i wsp., 2015; Sarniak
i wsp., 2016; Siddiqui i wsp., 2016; Takeshima
i wsp., 2021; Walczak-Jedrzejowska, 2015).

Mitochondria

W sytuacji fizjologicznej w dojrzalych plem-
nikach pozbawionych znacznej czesci prze-
strzeni cytoplazmatycznej wytwarzanie RFT
nastepuje przede wszystkim, jak w innych
komoérkach, w mitochondriach dzieki trans-
portowi elektronéw wzdtuz faricucha odde-
chowego zbudowanego z bialek tworzacych
kompleksy enzymatyczne (I-1V) (wewnetrzna
btona mitochondrialna). RFT, niezbedne
do fizjologicznej aktywnosci plemnika oraz
zaplodnienia, tworzone sa zwlaszcza na pozio-
mie kompleksu I i III, niekiedy kompleksu II.
Generowany jest anionorodnik ponadtlenkowy,
réwniez rodnik hydroksylowy, tlen singletowy
oraz nadtlenek wodoru. W przypadku uszko-
dzonego faricucha oddechowego ma miejsce
nadmiar wytwarzania RFT (wyciek elektro-
néw z mitochondriéw), ktére wtérnie uszka-
dzaja mitochondrialny DNA, a przechodzac
do cytoplazmy i dalej do jadra komérkowego
powoduja oksydacyjne zmiany w jadrowym
DNA (Agarwal i wsp., 2018c; Aitken, 2020;
Aitken i wsp., 2022; Azzi, 2022; Barati i wsp.,
2019; Baskaran i wsp., 2021; Esteves, 2019;
Evans i wsp., 2021; Mannucci i wsp., 2022;
Mazat i wsp., 2020; Rana i Agarwal, 2021; Sies,
2020; Walczak-Jedrzejowska, 2015).

Oksydaza ksantynowa

W plemnikach, jak i w plazmie nasienia,
obecna jest oksydaza ksantynowa, ktéra
nalezy do duzych biatek o masie czasteczko-
wej 270 kDa, zawiera w swojej strukturze FAD
oraz atomy molibdenu i zelaza (metaloflawopro-
teina). Bierze ona udzial w metabolizmie zasad
purynowych. Utlenianie ich przebiega dwu-
stopniowo. Najpierw hipoksantyna przeksztal-
cana jest do ksantyny (19), nastepnie ksantyna
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do kwasu moczowego (20). W reakcjach tych
akceptorem elektronéw jest O,. Ulega on jedno-
lub dwuelektronowej redukcji. Powstaje wéw-
czas O,"” lub H,0, w zaleznosci od stezenia
tlenu i pH $rodowiska (Aitken, 2017; 2020;
Aitken i Drevet 2022; Antony i wsp., 2017; Azzi,
2022; Baskaran i wsp., 2021; Brewer i wsp., 2013;
Dutta i wsp., 2019; Panday i wsp., 2015; Sarniak
i wsp., 2016; Siddiqui i wsp., 2016; Takeshima
i wsp., 2021; Walczak-Jedrzejowska, 2015).

hipoksantyna + H,O + O, ksantyna + H,O, (19)

ksantyna + H,O + O, = kwas moczowy + H,O, (20)

Oksydaza L-aminokwaséw

Alternatywnym zrédtem RFT w plemnikach
ssakéw moze by¢ oksydaza L-aminokwaséw
(flawoproteina), ktéra po raz pierwszy
zostala wykryta w plemnikach bydlecych.
Zidentyfikowano ja w plemnikach konia, byka,
knura, owcy i czltowieka, u ktérego kodowana
jest przez gen IL411 (ang. interleukin 4 indu-
ced 1). Wystepuje w regionie akrosomalnym
gléwki i we wstawce plemnika. Substratem
dla tego enzymu sa aminokwasy aroma-
tyczne (tyrozyna, tryptofan, fenyloalanina).
Oksydaza ta dokonuje oksydacyjnej deami-
nacji L-aminokwaséw (R-CH(NH,)-COOH).
W obecnosci tlenu powstaje H,O,, amoniak
(NH;) i a-ketokwasy (RCO-COOH) (21).
Sugeruje sig, ze oksydaza L-aminokwaséw
zaangazowana jest w wazne zjawiska mole-
kularne jakie maja miejsce podczas kapacy-
tacji plemnikéw w zenskich drogach rodnych,
np. fosforylacja tyrozyn biatek witki plemnika.
Uwaza sig, ze jest ona odpowiedzialna za regu-
lacje proceséw oksydacyjno—redukcyjnych
podczas kapacytacji. W badaniach ekspery-
mentalnych in vitro wykazano, ze jej stymu-
lacja powoduje egzocytoze zawartosci macie-
rzy akrosomalnej niezaleznie od obecnosci
progesteronu. Powstaty H,O,, dzigki aktyw-
nosci oksydazy, jest czynnikiem niezbednych

dla reakcji akrosomalnej, co w konsekwencji
w warunkach naturalnej koncepcji umozliwia
penetracje oslony przejrzystej oocytu podczas
procesu zaplodnienia. Dlatego tez oksydaza
ta postrzegana jest jako biomarker plemni-
kéw, na podstawie ktérego mozna dokonac
selekcji meskich gamet o wysokiej jakosci.
Zatem moze by¢ waznym wskaznikiem meskiej
plodnosci (Aitken i wsp., 2022; Aitken, 2017b,
2020; Houston i wsp., 2015; Zhang i wsp., 2021).

R-CH(NH,)-COOH + H,O + O, -

R-CO-COOH + NH, + H,0, (21)

Lipooksygenaza

Enzym ten jest diooksygenaza zawierajaca
atomy Zelaza. Powszechnie wystepuje w orga-
nizmach roélinnych i zwierzecych (Baraniak
i wsp., 2006). Identyfikowana jest réwniez
w cytoplazmie plemnikéw ssakow. Jej aktyw-
no$¢ zanika podczas transportu plemnikéw
przez najadrze, gdy ma miejsce ,gubienie”
kropli cytoplazmatycznej plemnika. Z kolei
plemniki niedojrzale zawierajace resztkowa
cytoplazme, posiadaja nadmiar lipooksyge-
nazy i kwasu arachidonowego (Y i wsp., 2019).
Enzym ten bierze udzial w utlenianiu wol-
nych lub zestryfikowanych wielonienasyco-
nych kwaséw tluszczowych (kwas linolowy,
kwas dokozaheksaenowy), zwlaszcza ara-
chidonowego (15-lipooksygenaza arachido-
nowa — ALOX15, ang. arachidonate 15-lipo-
xygenase), do ich wodoronadtlenkéw, ktore
podlegaja dalszej peroksydacji. Koncowym
produktem tego procesu sa toksyczne elektro-
filowe aldehydy wchodzace w reakcje z biat-
kami enzymatycznymi, w tym mitochondrial-
nego laficucha oddechowego. W konsekwencji
ma miejsce jego uszkodzenie i generowanie
patologicznych ilosci RFT. Tak wiec plemni-
kowa ALOX15 przyczynia sie do wzrostu RFT
w nasieniu. Nalezy podkresli¢, ze zawarto$é
tego enzymu w gametach meskich jest istotnie
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wieksza w przypadku mezczyzn nieplodnych

w poréwnaniu do mezczyzn z normozoosper-
mia. Stwierdzono, ze farmakologiczne zaha-
mowanie ALOX15 chroni funkcjonalne kom-
petencje plemnikéw do reakeji akrosomalnej

oraz wigzania si¢ plemnika z ostonka przejrzy-
sta komorki jajowej (Aitken i wsp., 2020; Azzi,
2022; Walters i wsp., 2021, 2018a,b).

Leukocyty

Do waznych endogennych zrédel RET w nasie-
niu naleza leukocyty. Najczesciej wystepuja
granulocyty polimorfojadrowe (PMN, ang.
polymorphonuclear leukocytes) stanowiace
50-60% wszystkich leukocytéw, nastepnie
makrofagi (20—-30%) oraz limfocyty. W warun-
kach fizjologicznych leukocyty odgrywaja klu-
czowg role w nadzorze immunologicznym

(neutralizacja patogenéw) i usuwaniu niepra
widlowych plemnikéw (fagocytoza, netoza).
W ten sposéb komérki te kontroluja jakos¢
nasienia i zapobiegaja przedostawaniu sie
uszkodzonych meskich gamet do zeriskiego
ukladu rozrodczego (Aitken i wsp., 2022; Barati
i wsp., 2020; Takeshima i wsp., 2021; Ritchie
i wsp., 2021; WHO 2021).

Inna funkcja komoérek zapalnych jest pro-
dukcja RFT (do 1000-krotnie wiecej niz plem-
niki), ktére w warunkach fizjologicznych,
w niewielkich ilo$ciach, uczestnicza w waz-
nych procesach zwiazanych z biologia plem-
nika i zaplodnieniem (Rycina 5) (patrz 1.3.5.
Fizjologiczna rola REFT). Natomiast, gdy docho-
dzi do stanéw zapalnych/infekcyjnych w ukta-
dzie moczowo-plciowym ich liczba w nasieniu
drastycznie wzrasta (leukocytospermia — kon-
centracja peroksydazo-dodatnich leukocy-
téw > 1x10°/mL), co wiaze sie z generowaniem
patologicznych ilosci RET. Aktywne leukocyty
wytwarzaja do 100-krotnie wiecej RFT niz
nieaktywne. Powstaja one w wyniku ,wybu-
chu tlenowego”. Dzigki aktywnosci oksydazy
NADPH, takze dysmutazy ponadtlenkowej
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oraz mieloperoksydazy powstaja zwiek-
szone ilo$ci RFT, takie jak O,"", H,O,, HOCI.
Ponadto leukocyty po stymulacji przez pato-
geny uwalniaja réwniez cytokiny prozapalne
(np. IL-6 i IL-8), proteazy (np. katepsyna G,
kolagenaza i elastaza) oraz czynniki chemo-
taktyczne (Aitken i wsp., 2022; Barati i wsp.,
2020; Baskaran i wsp., 2022; Gill i wsp., 2022;
Evans i wsp., 2021; Mannucci i wsp., 2022;
Takeshima i wsp., 2021; Ritchie i wsp., 2021).

Inne

Do istotnych endogennych zrédet RFT naleza
zylaki powrézka nasiennego, wnetrostwo
i skret jadra. W przypadkach tych moze docho-
dzi¢ do stresu temperaturowego jader, ich
niedotlenienia, przekrwienia moszny oraz
refluksu metabolitéw w gonadzie, prowadzi
to do zaburzenia réwnowagi miedzy procesami
pro- i antyoksydacyjnymi, co wiaze sie z gene-
rowaniem nadmiaru RFT. Dodatkowo ro$nie
produkcja cytokin prozapalnych (np. IL-1,
IL-18, IL-37) (Rycina 5) (Barati i wsp., 2020;
Cho i Agarwal, 2018; Finelli i wsp., 2022; Gill
i wsp., 2021; Panner Selvam i wsp., 2021a;
Ritchie i wsp., 2021; Tanaka i wsp., 2022).

Do endogennych zrédet RFT nalezg réw-
niez infekcje uktadu moczowo-plciowego.
Zakazenie drobnoustrojami patogennymi
(np. Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis, Treponema palli-
dum, Mycoplasma, Ureaplasma) powoduja
uwolnienie duzych ilosci RFT przez leuko-
cyty (wybuch tlenowy) (Rycina 5). Wydzielane
sa ponadto cytokiny prozapalne (IL-1, IL-6,
IL-8, IL-10, czynnik martwicy nowotwo-
ré6w a) modulujace réwnowage oksydantow
i antyoksydantéw w przebiegu zapalenia. IL-1
zwieksza aktywno$¢ i przepuszczalno$é §réd-
btonka naczyn oraz aktywuje limfocyty; IL-6
odpowiada za regulacje temperatury pod-
czas stanu zapalnego; IL-8 dziala jako czyn-
nik chemotaktyczny neutrofili; IL-10 obniza
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odpowiedz zapalna poprzez blokowanie eks-
presji komérek Thl; TNF-a zwieksza aktyw-
nos$¢ oraz przepuszczalnos$¢ srédbtonka
naczyn krwiono$nych; a interferon gamma
(IEN-y, ang. interferon gamma) odpowiada
za aktywacje makrofagéw (Agarwal i wsp.,
2018c; Barati i wsp., 2020; Dutta i wsp., 2019;
Esteves i wsp., 2019; Evans i wsp., 2021; Frgczek
i Kurpisz 2015; Kumar i Singh, 2018; Rana
i Agarwal, 2020; Walczak-Jedrzejowska, 2015).

1.3.4.2. Egzogenne zrédla reaktywnych
form tlenu w nasieniu

Nalezy zwrdci¢ réwniez uwage na bardzo
istotne egzogenne Zrédla reaktywnych form
tlenu (Rycina 5). Istotnym czynnikiem jest
palenie tytoniu oraz zanieczyszczenia sro-
dowiska. Dym papierosowy zawiera olbrzy-
mig ilo$¢ substancji toksycznych, mutagen-
nych i rakotwoérczych, a takze rézne stabilne
i niestabilne RFT w fazie pylowej i gazowe;j.
Palenie prowadzi réwniez do zwigkszonej pro-
dukcji O,"", OH oraz H,O,. Ponadto powoduje
ono spadek kinazy kreatynowej plemnikéw,
enzymu niezbednego do szybkiej regenera-
¢ji trifosforanu adenozyny, ktéry odgrywa
wazna role w ruchliwosci plemnikéw, prowa-
dzac tym samym do uposledzenia ruchliwo-
$ci plemnikéw (Agarwal i wsp., 2016d; 2018c;
Barati i wsp., 2020; Dutta i wsp., 2021; Esteves
i wsp., 2019; He i wsp., 2020). Palenie skutkuje
rowniez obnizeniem jakos$ci nasienia, spad-
kiem aktywnosci akrozyny, uposledzona prze-
miany histondw w protamine, co prowadzi
do nieptodnosci meskiej. Mezczyzni narazeni
na papierosy, wielopier$cieniowe weglowodory
aromatyczne, ftalany, promieniowanie jonizu-
jace oraz pestycydy fosforoorganiczne wykazy-
wali podwyzszony poziom RFT i zwiekszona
fragmentacje DNA plemnikéw. Dodatkowo
udokumentowano szkodliwy wptyw zatrucia
metalami ciezkimi — olowiem, arsenem i kad-
mem, na ilo§¢ markeréw stresu oksydacyjnego,

co rowniez wiazalo sie ze spadkiem jako$ci
nasienia (catkowita ruchliwos$¢, ruch poste-
powy, morfologia plemnikéw) (Agarwal i wsp.,
2016d; 2018c; Dutta i wsp., 2019; 2021; Esteves
i wsp., 2019; Evans i wsp., 2021; He i wsp., 2020;
Kumar i Singh, 2018; Rana i Agarwal, 2020;
Walczak-Jedrzejowska, 2015; Zargari i wsp.,
2022; Zhou i wsp., 2016).

Podkresli¢ nalezy réwniez role alkoholu, nie-
prawidlowej diety oraz otylosci, ktére sa istot-
nym zrédlem RFT. Stwierdzono, ze nadmierne
spozycie alkoholu jest zwiazane zaréwno
ze staba produkcja nasienia, jak i z jego gorsza
jakoscia. Alkohol zwieksza aktywnos¢ cyto-
chromu P450, ktéry charakteryzuje sie wysokim
wskaznikiem aktywnos$ci oksydazy NADPH,
co prowadzi do zwiekszonej produkcji RFT.
Ponadto nadmierna podaz alkoholu czesto jest
zwigzana z niedozywieniem oraz dieta uboga
w antyoksydanty. Z kolei dieta bogata w weglo-
wodany i tluszcze moze prowadzi¢ do oty-
fosci. Nadmiar tkanki tluszczowej wydzie-
la¢ moze cytokiny prozapalne i RFT. Otytos¢
powodowaé moze przegrzanie jader z powodu
nagromadzenia tkanki tluszczowej w okolicach
pachwin, co wptywatlo na fragmentacje DNA
i w efekcie na ptodno$¢ meska (Barati i wsp.,
2019; Dutta i wsp., 2019, 2021; Esteves i wsp.,
2019; Evans i wsp., 2021; Kumar i Singh, 2018;
Martin-Hidalgo i wsp., 2019; Nago i wsp., 2020;
Walczak-Jedrzejowska, 2015; Zhao i wsp., 2016).

1.3.5. Fizjologiczna rola RFT

Nie ulega watpliwosci, ze fizjologiczna rola RET
dla funkcji plemnika, jego zdolnos$ci do zaptod-
nienia i pierwszych etapéw rozwoju zarodka
jest nie do przecenienia. Zwiazki te odgry-
waja fundamentalna role w procesach biolo-
gicznych, gdyz uczestnicza m.in. w szlakach
metabolicznych i sygnalizacyjnych, co nie-
watpliwie wigze sie¢ w sposéb bezposredni
i posredni z ekspresja genéw, ktéra zalezna jest
od aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych
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i zmian epigenetycznych. Istotna rola RFT
zostala wykazana w gonadzie meskiej, naja-
drzu i zenskich drogach rodnych, gdy plem-
niki dostaja sie do nich podczas naturalnej
koncepcji (Rycina 5) (Aitken i Drevet, 2020;
Baskaran i wsp., 2021; Dutta i wsp., 2022; 2019;
Juarez-Rojas i wsp., 2022; Hardy i wsp., 2021;
Hussain i wsp., 2023; Mancini i wsp., 2023;
Otasevic i wsp., 2019; O’Flaherty i Scarlata,
2022; Takalani i wsp., 2023).

Gonada meska

W gonadzie meskiej, w nabtonku plemni-
kotwérczym RFT sg niezbedne do proli-
feracji i réznicowania si¢ komoérek germi-
nalnych podczas spermatogenezy, a takze
uczestniczg w procesie apoptozy tych komé-
rek. Ponadto wykazuje si¢ ich istotna role
w procesie steroidogenezy, majacej miejsce
w komorkach Leydiga. Uwaza sie, ze RFT
uczestnicza w odnowie komoérek macierzy-
stych nablonka plemnikotworczego, czyli
spermatogonii. Sa zatem odpowiedzialne
za odpowiednia liczbe tych komorek, ktére
dalej beda réznicowaly sie w spermatocyty,
a te z kolei w plemniki. Wiadomym jest, ze pro-
ces podzialéw i réznicowania si¢ sperma-
togonii jest procesem wymagajacym wielu
czynnikéw, w tym hormonéw, czynnikéw
wzrostu, transkrypcyjnych i niewielkich ilo-
$ci RFT, ktére moga by¢ produkowane przez
niezréznicowane spermatogonia i komoérki
Sertolego przy udziale wspomnianej juz wcze-
$niej oksydazy blonowej NOX. Stwierdza
sie bowiem, iz wyczerpanie RFT zmniej-
sza liczbe komoérek macierzystych nabtonka
plemnikotwdrczego (Baskaran i wsp., 2021;
Hussain i wsp., 2023; Juarez-Rojas i wsp., 2022).

Najadrze

W przypadku najadrza RFT uczestnicza w naja-
drzowym dojrzewaniu plemnikéw. Podczas
transportu plemnikéw przez przewdd najadrza
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ma miejsce utlenianie grup -SH cysteiny
do mostkéw -S-S- w protaminach chromatyny
plemnika, co w konsekwencji sprzyja dalszej
jej kondensacji, stabilizacji i ochronie. W pro-
cesach tych uczestniczy GPx5 oraz PRDX6
wydzielane przez komérki nablonkowe prze-
wodu najadrza (patrz 1.3.3.1. Antyoksydanty
enzymatyczne). Utleniania grup -SH i two-
rzenie -S-S- pomiedzy czasteczkami prota-
min odbywa sie w obecnosci H,O,. Uwaza
sie réwniez, ze podczas transportu plemni-
kéw przez najadrze GPx5 wbudowywana jest
w btone akrosomu, co zapobiega przedwcze-
snej reakcji akrosomalnej. Utlenianie grup -SH
ma réwniez miejsce w biatkach witki plem-
nika najadrzowego, co zwiazane jest z naby-
waniem przez plemnik potencjalnej zdolno-
$ci do ruchu postepowego. W procesie tym
oprécz H,0,, uczestnicza rowniez O, oraz
NO® (Baskaran i wsp., 2021; Juarez-Rojas i wsp.,
2022; Hussain i wsp., 2023; Otasevic i wsp.,
2019; O’Flaherty i Scarlata, 2022).

Kapacytacja i hiperaktywacja plemnikéw

Proces kapacytacji, czyli proces ostatecz-
nego dojrzewania ejakulowanych plemni-
kéw, odbywa sie w zenskich drogach rod-
nych. Bezposrednio po ejakulacji plemniki,
cho¢ morfologicznie dojrzale i ruchliwe, nie
sa w stanie zaptodni¢ komorki jajowej. Peina
zdolno$¢ do zaplodnienia osiagaja w zen-
skich drogach rodnych. Celem kapacytacji
jest odstoniecie receptoréw plemnika dla
komérki jajowej, co wiaze sie z licznymi zmia-
nami molekularnymi w ich btonie komérko-
wej i blonach akrosomu. Efektem kapacytacji
jest takze zmiana kinetyki meskich komorek
rozrodczych, polegajaca na ich hiperaktywacji.
Umozliwia to dotarcie plemnikom do komérki
jajowej i pokonanie barier jakie stwarza oocyt
otoczony komoérkami ziarnistymi wzgérka jajo-
nosnego (Aitken i wsp., 2020; Baskaran i wsp.,
2021; Dutta i wsp., 2019; Hussain i wsp., 2023;
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Juarez-Rojas i wsp., 2022; Otasevic i wsp., 2019,
Piasecka i wsp., 2021).

Molekularny mechanizm kapacytacji wiaze
sie z fosforylacja tyrozyn biatek gtowki, wstawki
i witki plemnika (fosforylowane sa réwniez tre-
onina i seryna). Nie ulega watpliwosci, ze RFT
(H20,, O,") i RFA (NO’) uczestnicza w wymie-
nionych procesach. Sa one bowiem aktywa-
torami szeregu enzymoéw, np. cyklazy ade-
nylanowej powodujacej wzrost cyklicznego
adenozyno-3’-5-monosforanu (cCAMDP, ang.
3,5"-cyclic adenosine monophosphate), kinazy
A zaleznej od cAMP (PKA, ang. protein kinase
A), kinazy C zaleznej od diacyloglicerolu (PKC,
ang. protein kinase C), kinazy tyrozynowej
(PTK, ang. protein tyrosine kinase), ktére w spo-
séb posredni lub bezposredni uczestnicza
w fosforylacji wymienionych bialek, zwigk-
szeniu przepuszczalno$ci blony komdrkowej
plemnika, co zwiazane jest z uwolnieniem
z niej cholesterolu (aktywacja skramblazy)
i otwarciu kanatéw wapniowych powoduja-
cych wzrost stezenia wapnia w plemniku (np.
kanaléw CatSper uczestniczacych w hiperak-
tywacji) (Aitken i wsp., 2020; Baskaran i wsp.,
2021; Dutta i wsp., 2019, 2022; Hussain i wsp.,
2023; Juarez-Rojas i wsp., 2022; Otasevic i wsp.,
2019, Piasecka i wsp., 2021; Zargari i wsp., 2022).

Zaplodnienie — reakcja akrosomalna,
fuzja plemnika z komdrka jajowa

Wyselekcjonowane plemniki, ktére poddaty sie
procesowi kapacytacji po dotarciu do banki
jajowodu uczestnicza w procesie zaplodnienia.
Sa zdolne do przejscia przez pierwsza bariere,
jaka sa komdrki ziarniste otaczajace oocyt.
Te plemniki, ktore przedostaly sie przez
warstwe komorek ziarnistych, w nastepnym
etapie wiaza si¢ z ostona przejrzysta oocytu sta-
nowiaca druga bariere dla plemnika. Wigzanie
sie tych komorek z oslona jest najsilniejszym
stymulatorem reakcji akrosomalnej plemnikéw,
ktora nastepnie umozliwia im przedostanie si¢

przez te bariere. Reakcja akrosomalna wigze
sie z procesem egzocytozy, czyli wyrzucenia
zawartosci enzyméw akrosomalnych, dzieki
ktéorym mozliwa jest penetracja oslony przej-
rzystej i przedostanie si¢ plemnika do prze-
strzeni z6ltkowej. Jej molekularny mechanizm
jest podobny do tego, jaki zachodzi podczas
kapacytacji i zdecydowanie zalezny jest od RET
(H,0,, O,") i RFA (NO), ktére sa aktywato-
rami kluczowych enzyméw, np. cyklazy ade-
nylanowej i fosfolipazy C. W efekcie akty-
wagcji tych enzyméw uruchamiane sg kanaty
wapniowe, nastepuje wzrost wewnatrzkomor-
kowego Ca®" i dochodzi do degradacji fos-
folipidéw zewnetrznej blony akrosomalne;j,
co w konsekwencji doprowadza do jej fuzji
z btona komérkowa plemnika i ostatecznie
procesu egzocytozy (Rycina 5) (Agarwal i wsp.,
2020a; Aitken i wsp., 2020; 2017; Baskaran
i wsp., 2021; Dutta i wsp., 2019; 2022; Evans
i wsp., 2021; Fraczek i wsp., 2005; Kumar
i Singh, 2018; Martin-Hidalgo i wsp., 2019;
Otasevic i wsp., 2019; Takalani i wsp., 2023).

Plemnik, ktéry pokonal ostone przej-
rzysta i dostat sie do przestrzeni zéltkowej
ekwatorialna czescia swojej gléwki przylega
do oolemmy komorki jajowej. Ma miejsce fuzja
obu bton: plemnika i oocytu. W tym procesie
kluczowa jest obecnos¢ RFT, ktére jak wyka-
zano, hamuja aktywnos¢ biatkowej fosfatazy
tyrozynowej oraz aktywuja kinazy i poma-
gaja w zapobieganiu defosforylacji i dezakty-
wacji fosfolipazy A2 (PLA2, ang. phospholio-
pase A2). Dzieki temu PLA2 moze odszczepia¢
kwasy tluszczowe (hydroliza) z blonowych
glicerofosfolipidéw w pozycji sn-2, czyli przy
drugim atomie wegla glicerolu. Efektem tej
reakcji enzymatycznej jest powstanie lizofos-
folipidu i kwasu ttuszczowego, co w efekcie
zwieksza plynnos¢ btony i nasila fuzje plem-
nika z oolemma, ktéra to fuzja jest krytycz-
nym etapem zaplodnienia (Aitken i wsp., 2020;
Baskaran i wsp., 2021; Dutta i wsp., 2019; Evans
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i wsp., 2021; Kumar i Singh, 2018; Otasevic
i wsp., 2019; Zargari i wsp., 2022).

Preimplantacyjny rozwdj zarodka
Stwierdza sig, ze fizjologiczne ilo$ci RFT jesz-
cze przed procesem implantacji zarodka ogry-
waja kluczowa role w prawidlowym jego roz-
woju poprzez modyfikacje proceséw redoks.
Uczestnicza w tworzeniu si¢ przedjadrzy,
podziatéw zygoty i blastomerdéw zarodka oraz
zrzucenia oslony przejrzystej przez blastocyste
przed jej implantacja do btony sluzowej macicy.
Uwaza sig, ze procesy te mozliwe sa dzieki
temu, ze RFT biora udzial w porozumiewaniu
sie komorek — sygnalizacji komérkowej i moga
regulowac proces transkrypcji na poziomie
czynnikéw transkrypcyjnych (Ali i wsp.,
2017; Deluao i wsp., 2022; Hardy i wsp., 2021).
Zrozumiale jest zatem, Ze generowanie pato-
logicznych ilosci RFT pochodzacych zaréwno
z komoérki jajowej jak i plemnika lub z rozwi-
jajacego sie zarodka, badz tez ze srodowiska
zewnetrznego (hodowanie zarodkéw w warun-
kach in vitro — media hodowlane, temperatura,
stezenie tlenu, zabiegi na zarodku), zaburza
rozwdj i zywotno$¢ zarodka. Patomechanizm
zwigzany jest ze zwiekszeniem uszkodzen
DNA, zmiana ekspresji genéw, uposledzona
synteza bialek i tworzeniem sie bialek nie-
prawidiowo sfaldowanych. Ostatecznie
w wyniku tych proceséw dochodzi do braku
implantacji, badz tez zaburzen wzrastania
plodu i niekorzystnego wplywu na zdrowie
potomstwa (Ali i wsp., 2017; Deluao i wsp.,
2022; Hardy i wsp., 2021; Luo i wsp., 2021).

1.3.6. Kliniczne konsekwencje
stresu oksydacyjnego

Peroksydacja lipidow
Btona komérkowa plemnikow zawiera duza
ilo$¢ wielonienasyconych kwaséw ttuszczo-

wych (PUFA, ang. polyunsaturated fatty
acids). Ta wysoka zawarto$¢ PUFA sprawia,
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ze plemniki sa szczegdlnie podatne na pro-
ces nieenzymatycznej peroksydacji lipidéw,
bowiem RFT latwo wchodza w reakcje che-
miczne z PUFA* lub jonami metali. Jest to wol-
norodnikowy, wieloetapowy proces utlenia-
nia PUFA, ktéry odbywa sie w obecnosci tlenu.
Wyrdéznia sie: inicjacje, propagacje i termi-
nacje. Bezposrednimi produktami tego pro-
cesu sa rodniki nadtlenkowe lipidow (LOO"),
przeksztalcane do nierodnikowych produk-
téw peroksydacji, czyli nadtlenkéw i wodoro-
nadtlenkéw fosfolipidéw. Reszty PUFA ulegaja
niekorzystnym przemianom (p-eliminacji),
co prowadzi do ich rozpadu i powstania cyto-
toksycznych silnie elektrofilowych aldehy-
déw, m.in. dialdehydu malonowego (MDA,
ang. malonodialdehyde), 4-hydroksynonenalu
(4-HNE, ang. 4-hydroxynonenal) i akrole-
iny (ang. acrolein). W efekcie rozpadu PUFA
obniza sie integralno$¢ blony komoérkowej
plemnikéw, natomiast powstate aldehydy wig-
zac sie z biatkami plemnika nieodwracalnie
je uszkadzajac (patrz 1.3.6. Kliniczne uszko-
dzenie stresu oksydacyjnego). Wymienione
aldehydy, gtéwnie MDA, stanowia marker
oksydacyjnego uszkodzenia lipidéw (Rycina 5)
(Aitken i wsp., 2022; Aitken, 2020; Barati i wsp.,
2020; Dutta i wsp., 2019; Evans i wsp., 2021,
Kumar i wsp., 2018; Martin-Hidalgo i wsp.,
2019; Takeshima i wsp., 2021; Su i wsp., 2019;
Walters i wsp., 2021; 2018; Wang i wsp., 2023).

Oksydacyjne uszkodzenie bialek

Szczegdlnie na ataki RFT narazone sa amino-
kwasy z pierscieniem aromatycznym (trypto-
fan, tyrozyna, fenyloalanina) lub heterocyklicz-
nym (prolina), badz tez aminokwasy zasadowe

(lizyna, histydyna, arginina), a takze amino-
kwasy zawierajace atomy siarki (S) (metionina)

i grupy -SH (cysteina). Produktami utleniania

grup -SH sa rodniki tiylowe (RS’), ktére ulegaja

4 Atom wodoru zostaje oderwany od grupy metylenowej zlo-
kalizowanej pomiedzy dwoma wigzaniami podwdéjnymi PUFA.
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dimeryzacji, co w efekcie prowadzi do powsta-
nia mostkéw dwusiarczkowych (-S-S-). W efek-
cie dziatania RFT powstaja nadtlenki amino-
kwasow i bialek (Aitken i wsp., 2022, Barati
i wsp., 2020; Deluao, 2022; Puzanowska-
-Tarasiewicz i wsp., 2008).

W konsekwencji RFT powoduja nieod-
wracalng modyfikacje aminokwasoéw i bia-
tek (Rycina 5). Ma miejsce zmiana struktury
i konformacji biatek, a takze zwigkszenie sig ich
agregacji. Ponadto obserwuje si¢ denaturacje
bialek, uszkodzenie wigzan polipeptydowych
i powstanie wiazan poprzecznych. Nalezy
podkresli¢, ze markerem uszkodzenia biatek
pod wptywem RFT jest poziom ich karbony-
lacji i nitracji tyrozyny. Toksyczne silne elek-
trofilowe aldehydy, ktére powstaty w wyniku
peroksydacji lipidéw, np. 4-HNE, MDA, akro-
leina, zawieraja grupe karbonylowa (>C=0),
dzieki czemu z fatwoscia wchodza w reakcje
z biatkami i tworza zwiazki addycyjne. Jest
to proces zaawansowanej lipooksydacji. Z kolei
nitracja biatek dotyczy wlaczenia grupy nitro-
wej (-NO,) do tyrozyny. Produktem tej reak-
cji jest 3-nitrotyrozyna. Nitracja mozliwa jest
w obecnosci RFA— nadtlenoazotynu, ktory jest
efektem reakcji tlenku azotu z anionorodni-
kiem ponadtlenkowym (Aitken i wsp., 2022,
Barati i wsp., 2020; Deluao, 2022).

Nalezy podkresli¢, ze wymienione aldehydy
wiaza sie z r6znymi biatkami plemnika budu-
jacymi jego struktury, np. akrosom, centriole,
mitochondria, blona komérkowa. Uszkodzenie
biatek struktur plemnika zmienia integral-
no$¢ jego btony komoérkowej, uposledza trans-
port i generowanie ATP przez mitochondria.
W tym ostatnim przypadku wigzanie sie wspo-
mnianych aldehydéw uposledza funkcje tancu-
cha oddechowego, co w konsekwencji zwiek-
sza generowanie RFT przez mitochondria,
ktére wtérnie beda uszkodzaly mitochon-
drialne DNA, a wydostajac sie z tych organelli
beda powodowaly oksydacyjne uszkodzenie

jadrowego DNA (Aitken i wsp., 2022, Barati
i wsp., 2020; Deluao, 2022).

Uszkodzenie DNA

RFT moga oddziatlywa¢ zaréwno z zasadami
pirymidynowymi, jak i purynowymi w DNA
komorek rozrodczych. Dochodzi do modyfika-
¢ji zasad azotowych i reszt cukrowych — deok-
syrybozy. Zwiazki te facza si¢ z weglem C5i C6
w pierscieniu zasad pirymidynowych, z kolej
w przypadku zasad purynowych wiaza sie
z weglem C4, C5, C6 i C8. Najczestszym pro-
duktem oksydacji DNA jest 8-hydroksyguanina
(moze tworzy¢ sie réwniez 8-hydroksyadenina),
ktéra powstaje w wyniku reakeji OH’ lub tlenu
singletowego z C8 guaniny. W efekcie oksy-
dacyjnego uszkodzenia guaniny, zwiazanej
z deoksyryboza wiazaniem N-glikozydowym,
powstaje 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna
(8-OHAG, ang. 8-hydroxy-2"-deoxyguanosine),
bedaca markerem oksydacyjnego uszkodze-
nia DNA (addukt DNA) (Rycina 5) (Aitken,
2017a,b; Aitken i wsp., 2022; Barati i wsp., 2020
Bibov i wsp., 2018; Deluao i wsp., 2022; Evans
i wsp., 2021; Farkouh i wsp., 2022; Puzanowska-
-Tarasiewicz i wsp.,2008; Rashki Ghaleno i wsp.,
2021; Takeshima i wsp., 2021).

Powstate uszkodzenia moga prowadzic¢
do mutacji i obnizenia integralnosci DNA.
8-OHdG jest przyczyna spontanicznej i dzie-
dzicznej mutacji (SNV, ang. single nucleotide
variants mutations), bowiem guanina (G)
zostaje zamieniona na tymine (T). Taka sytu-
acja podczas replikacji prowadzi do transwer-
sji GC-TA. Ponadto zmodyfikowana oksyda-
cyjnie guanina staje si¢ przyczyna powstania
pojedynczych nacie¢ DNA w wyniku niekom-
pletnej naprawy uszkodzen materiatu genetycz-
nego w dojrzatym plemniku (Agarwal i wsp.,
2020a; Garcia-Rodriguez i wsp., 2019; Poetsch
i wsp., 2020). System komoérkowej naprawy jest
w stanie wykry¢ i catkowicie usunaé¢ wymie-
nione nieprawidlowosci w przypadku komérek
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somatycznych i wysoce zréznicowanych komo-
rek germinalnych (okragte i wydtuzone sperma-
tydy). Natomiast w przypadku meskich komé-
rek rozrodczych naprawa ta niekoniecznie jest
efektywna, bowiem plemnik nie dysponuje
pelnym zestawem enzymoéw uczestniczacych
w tej naprawie. W takiej sytuacji korzysta on
z kompetencji komorki jajowej, ktéra ma zdol-
no$¢ usuwania uszkodzen jego DNA. Addukt
8-OHdG zostaje usuwany za pomoca sys-
temu naprawy typu BER (ang. base excision
repair), czyli wycinania zmodyfikowanych zasad.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze plemniki posiadaja
tylko jeden z niezbednych enzyméw odpowie-
dzialnych za naprawe uszkodzert DNA. Enzym
ten to glikozylaza 1 8-oksoguaniny (OGGI, ang.
8-oxoguanine DNA glycosylase), majaca o wiele
wyzsza aktywno$¢ w plemniku niz w oocycie.
Przecina ona wigzanie N-glikozydowe pomie-
dzy uszkodzona zasada a deoksyryboza. W ten
sposdb powstaje niestabilne/wrazliwe miejsce
apurynowe/apirymidynowe (AP, ang. apurinic
site) rozpoznawane przez AP-endonukleaze
1 (tnie faricuch DNA pozostawiajac wolny
koniec 3’'OH), ale tylko w komérkach soma-
tycznych i oocycie. W meskich gametach nie
stwierdza sie tego enzymu. W takiej sytu-
acji niestabilne miejsce AP w DNA plemnika
jest nacinane w sposéb nieenzymatyczny (np.
wysoka temperatura, warunki alkaliczne, polia-
miny), co powoduje powstanie pojedynczych
nacie¢ DNA plemnika (Aitken i wsp., 2023;
Aitken, 2022; Barati i wsp., 2020; Champroux
i wsp., 2016; Deluao i wsp., 2022; Evans i wsp.,
2021 Farkouh i wsp., 2022; Gavriliouk i Aitken;
2015; Gunes i wsp., 2015; Newman i wsp., 2022;
Poetsch, 2020; Rashki Ghaleno i wsp., 2021).
Proces naprawy oksydacyjnego uszkodzenia
DNA kontynuowany jest w komorce jajowej
po wniknieciu do niej plemnika, po dekonden-
sacji i przed replikacja jego materiatu genetycz-
nego na poziomie przedjadrza meskiego (przed
faza S pierwszego podzialu mitotycznego
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zygoty). Deoksyrybofosfodiesteraza usuwa
deoksyryboze. Enzym ten moze mie¢ aktyw-
noé¢ polimerazy DNA i wraz z ligaza, taczaca
wolne konce fragmentéw DNA uczestniczy
w uzupelnieniu brakujacego fragmentu DNA
(Champroux i wsp., 2016; Deluao i wsp., 2022;
Gavriliouk i Aitken, 2015; Gunes i wsp., 2015;
Poetsch, 2020; Takeshima i wsp., 2021).

Nie mozna pomina¢ faktu, ze RFT staja
sie przyczyna powstania podwdéjnych nacieé
DNA, bowiem powstate w wyniku peroksyda-
¢ji lipidéw btonowych produkty (m.in. MDA,
4-HNE) maja zdolno$¢ do aktywacji endonu-
kleaz i kaspaz, co sprzyja podwdjnemu nacie-
ciu nici DNA (patrz 1.3.6. Kliniczne konse-
kwencje stresu oksydacyjnego). Wynika z tego,
ze RFT w sposéb bezposredni powoduja poje-
dyncze naciecia nici DNA, natomiast posred-
nio przyczyniaja sie do podwdjnych nacieé
nici DNA (Agarwal i wsp., 2020a).

Obecnie wiadomo, ze nienaprawione oksy-
dacyjne uszkodzenie DNA plemnika staja sie
przyczyna zaburzen zaplodnienia i niepowo-
dzen w uzyskaniu cigzy, zar6wno w warun-
kach naturalnej koncepcji jak i wspomaganej
medycznie. Poniewaz prowadzg do powstania
mutacji i moga zaburzac replikacje i transkryp-
cje juz we wczesnych etapach rozwoju zarodka
staja sie przyczyna zahamowania podzialéw
blastomerdéw zarodka i ich apoptozy. W takiej
sytuacji moze dochodzi¢ do zaburzen implan-
tacji, badz tez wczesnych poronien. Natomiast
gdy nienaprawione uszkodzenia DNA s3 tole-
rowane przez rozwijajacy sie zarodek moga
skutkowac¢ zaburzeniami organogenezy i pre-
dyspozycjami do pojawienia sie nowotwordéw
u potomstwa, choréb genetycznych czy zabu-
rzef metabolicznych, a takze zmian epige-
netycznych (Agarwal i wsp., 2020a, b; Aitken
i Bakos, 2021; Champroux i wsp., 2016; Farkouh
i wsp., 2022; Garcia-Rodriguez i wsp., 2018;
Gavriliouk i Aitken, 2015; Gunes i wsp., 2015;
Newman i wsp., 2022).



2.

Poniewaz standardowa ocena seminologiczna
ma pewne ograniczenia w ocenie zdolno-
$ci plemnikéw do zaplodnienia, niezbed-
nym wydaje si¢ wprowadzenie rozszerzonej
i zaawansowanej oceny parametréw semi-
nologicznych, na co zwrécilo uwage wielu
autoréw, w tym eksperci 6. wydania WHO
Laboratory Manual for the Examination and
Processing of Human Semen (Agarwal i wsp.,
2019c¢; Aitken i Lewis, 2023; Bjorndahl i wsp.,
2023; Boitrelle i wsp., 2021; Calogero i wsp.,
2023; Dai i wsp., 2021; Elbardisi i wsp., 2020;
Majzoub i wsp., 2018, 2019; Panner Selvam
i wsp., 2021b; Panner Selvam i Agarwal, 2018;
WHO 2021; Walczak-Jedrzejowska, 2022).
Dodatkowa diagnostyka jest szczegdlnie uza-
sadniona ze wzgledu na nieptodnos¢ idio-
patyczna (30-50% przypadkéw), w ktorej
standardowe parametry plemnikéw sg nie-
prawidlowe, badZ niewyjasniona (15-40%),
w ktérej stwierdza sie prawidlowe parame-
try plemnikéw, o czym wspomniano juz we
Wprowadzeniu (Agarwal i wsp., 2019¢, 2021;
Boeri i wsp., 2022; Bjorndahl i wsp., 2023; Cicek
i wsp., 2021; Corsini i wsp., 2023; Hamada
i wsp., 2011, 2012; Ritchie i Ko, 2021; Wang
i wsp., 2023), biorac pod uwage dolne wartosci
referencyjne proponowane przez 5. wydanie
WHO Laboratory Manual for the Examination
and Processing of Human Semen z 2010 r.
(WHO, 2010). Wynika z tego, Ze normozo-
ospermia nie moze by¢ synonimem plodno-
$ci. W wymienionych przypadkach nalezy
spodziewac si¢ zaburzen molekularnych plem-
nikéw wymagajacych wspomnianych dodat-
kowych metod diagnostycznych, czesto niedo-
stepnych dla wielu pracowni andrologicznych,
ze wzgledu na koszty i brak specjalistycznego
sprzetu oraz wykwalifikowanego personelu.
Wsréd markeréw nieptodnosci meskiej,
ktére mialyby odpowiednia warto$¢ progno-

UZASADNIENIE I CEL BADAN

styczng i uzytecznosc kliniczna proponuje sie
status chromatyny plemnikéw oraz poten-
cjal oksydacyjno—redukcyjny nasienia (ORP,
ang. oxidation—reduction potential) wyra-
zany jako sORP (ang. static ORP) i mierzony
za pomoca niedawno wprowadzonego systemu
MiOXSYS® (ang. Male Infertility Oxidative
System) (Agarwal i wsp., 2018b; 2022; Azzi, 2022;
Humaidan i wsp., 2022; Majzoub i wsp., 2018,
2019; Martins i Agarwal, 2019; Panner Selvam
i wsp., 2021a,b, 2022; Vassiliou i wsp., 2020),
bowiem liczne doniesienia potwierdzaja klu-
czowe znaczenie prawidlowego statusu chro-
matyny plemnikéw dla procesu zaplodnienia,
rozwoju zarodka, uzyskania cigzy w warunkach
fizjologicznych oraz w procedurach wspoma-
ganego rozrodu, a takze dla zdrowia potom-
stwa (Agarwal i wsp., 2016 c, d; 2019c¢, 2022,
2023; Calogero i wsp., 2023; Cho i Agarwal,
2018; Esteves i wsp., 2021; Farkouh i wsp., 2022;
Humaidan i wsp., 2022; Jerre i wsp., 2019;
Majzoub i wsp., 2019; McQueen i wsp., 2019;
Panner Selvam i wsp., 2021b; Watanabe, 2022;
Zheng i wsp., 2018), jak réwniez niekorzystny
wplyw stresu oksydacyjnego (przewaga pro-
ces6w oksydacyjnych nad redukcyjnymi przy
niewydolnosci antyoksydacyjnej) w ukltadzie
plciowym meskim, w tym nasieniu na wymie-
nione procesy i zjawiska (Agarwal i wsp.,
2016b, e, 2017c, 2018c, 20194, b; 2023; Agarwal
i Wang 2017; Agarwal i Bui, 2017; Arafa i wsp.,
2018; Azzi, 2022; Alfaro Gomez i wsp., 2023;
Humaidan i wsp., 2022; Majzoub i wsp., 2018;
Panner Selvam i wsp., 2021b, 2022; Takalani
i wsp., 2023; Watanabe, 2022; Zaha i wsp., 2023).
Obydwa wymienione biomarkery mogg by¢
ze soba powiazane, gdyz stres oksydacyjny jest
znanym i obecnie powszechnym czynnikiem
etiologicznym obnizenia integralno$ci genomu
plemnikéw. Co wiecej, czynniki wywolujace
zaréwno fragmentacje DNA (SDF, ang. sperm

37



Tomasz Machatowski

DNA fragmentation), jak i stres oksydacyjny
niejednokrotnie sg tozsame (Agarwal i wsp.,
2016a, 2018c, 2019a, 2023; Agarwal i Bui,
2017; Aitken i wsp., 2022, 2023; Bui i wsp.,
2018; Dutta i wsp., 2019, 2021; Farkouh i wsp.,
2022; Mancini i wsp.,2023; Takalani i wsp.,
2023). Ponadto, o czym wspomniano juz
we Wprowadzeniu 80% nieplodnosci idiopa-
tycznej moze by¢ zwiazane ze stresem oksy-
dacyjnym (MOSI) w nasieniu (Agarwal i wsp.,
2019¢; Castleton i wsp., 2022; Alfaro Gomez
i wsp., 2023).

Obecnie proponuje si¢, ze 20% plemni-
kéw w ejakulacie z pofragmentowanym DNA
jest warto$cia graniczna odrézniajaca mez-
czyzn plodnych od nieptodnych (Agarwal
i wsp., 2022; Esteves i wsp., 2021; Farkouh i wsp.,
2022; Panner Selvam i wsp., 2021a; Santi i wsp.,
2018). Z kolei, za stres oksydacyjny uznaje sie
warto$¢ sORP >1,37 mV/x10° plemnikéw/mL
(Agarwal i wsp., 2018b).

Celem ogdlnym w niniejszej dysertacji bylo
znalezienie zwigzku miedzy konwencjonalna
charakterystyka nasienia, integralno$cia

38

genomu plemnikéw, potencjatem oksyda-

cyjno—redukcyjnym w nasieniu, konwencjo-

nalng ich charakterystyka a nieplodnoscia
meska.

Cele szczegoélowe byty nastepujace:

» Poréwnanie konwencjonalnej charak-
terystyki nasienia, wartosci SDF i sORP
w nasieniu miedzy mezczyznami nieptod-
nymi i plodnymi,

» Wylonienie grup badanych mezczyzn
z SDF >20% i z sORP >1,37 mV/x10° plem-
nikéw/mL w grupie mezczyzn nieplodnych
i plodnych oraz poréwnanie czestosci ich
wystepowania,

» Oszacowanie ryzyka na wystapienie
SDF >20% i sORP >1,37 mV/x10° plemni-
kéw/mL w grupie mezczyzn nieplodnych
i plodnych,

» Ustalenie wartosci predykcyjnej testow
weryfikujacych SDF i sORP w nasieniu
dla odréznienia mezczyzn nieptodnych
od plodnych (poszukiwanie takiej warto-
$ci granicznej SDF i SORP, powyzej ktorej
zwigksza sie ryzyko nieptodnosci meskiej).



3. MATERIAL I METODY

3.1. Pacjenci

Badania wykonane zostaly na nasieniu
mezczyzn, ktoérzy jako ochotnicy zgltaszali
sie do Pracowni Andrologicznej Zakladu
Histologii i Biologii Rozwoju Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (PUM).
Grupe kontrolng (n = 89) stanowili mezczyzni
plodni — ojcowie dzieci rodzacych sie w Klinice
Perinatologii, Potoznictwa i Ginekologii PUM
w Policach, ktérzy w okresie ostatnich 2 lat
zostali rodzicami. Natomiast grupe badana
(n = 117) stanowili mezczyzni, u ktérych
stwierdzono nieptodnos¢ (brak uzyskania
cigzy w ciagu co najmniej 12 miesiecy regular-
nego wspolzycia z partnerka w celach koncep-
cyjnych). Byli oni kwalifikowani przez lekarzy
specjalistow (urologéw, ginekologéw) i kiero-
wani do Pracowni Andrologicznej w celu oceny
parametréw nasienia w ramach niniejszego
projektu. Wykluczeni z badania zostali mez-
czyzni ze zdiagnozowanymi wczesniej zylakami
powrézka nasiennego, skretem jader, wnetro-
stwem, azoospermia, onkologiczni po przeby-
tej chemioterapii i radioterapii. Badania uzy-
skaty zgode Komisji Bioetycznej PUM (uchwata
nr KB-0012/186/19 z dnia 02.12.2019 r.).
Materiat do badan zbierano w latach 2021-2023°.

Wszyscy mezczyzni wypetnili niezbedne
zgody, ankiety dotyczace wywiadu medycz-
nego (przebyte i/lub aktualne choroby, far-
makoterapia, radioterapii, chemioterapii,
interwencji zabiegowych, infekcji uktadu
moczowo-plciowego, nawykéw zywienio-
wych, uzywek) i wywiadu rodzinnego.

Na podstawie standardowej oceny semino-
logicznej wykonanej wg rekomendacji WHO
(WHO, 2021; Walczak-Jedrzejowska, 2022;
Bjorndahl i wsp., 2023), biorac pod uwage war-
tosci 5. centyla obliczone przez panel ekspertéw

5W 2020 r. i czedciowo w 2021 r. zbieranie materialu bylo
ograniczone ze wzgledu na obostrzenia epidemiologiczne.

WHO, 2021 dla liczby, morfologii i ruchu poste-
powego plemnikéw mezczyzn ptodnych, wsréd

mezczyzn ptodnych uwzglednionych w niniej-
szej dysertacji, stwierdzono 46 z normozo-
ospermia (N; liczba plemnikéw w ejakulacie

>5. centyla — >39 x 10%ejakulat, odsetek plem-
nikéw z ruchem postepowym =5. centyla —
>30, odsetek plemnikéw morfologicznie pra-
widlowych >5. centyla — >4). Ponadto w tej

grupie bylo 34 z teratozoospermia (T, odse-
tek plemnikéw morfologicznie prawidtowych

<4), 5 z oligozoospermia (O, liczba plemnikéw

w ejakulacie <39 x 10%ejakulat), 2 z oligotera-
tozoospermia (OT), 1 z astenozoospermia (A,
odsetek plemnikéw z ruchem postepowym

<30) i 1 z astenoteratozoospermia (AT). Z kolei

w grupie mezczyzn nieptodnych wykazano 33

z T, 29 z oligoastenoteratozoospermia (OAT),
22z 0T,22zAT,10zNoraz1zO.

3.2. Analiza seminologiczna, WHO, 2021

Prébki nasienia uzyskane zostaty przez mastur-

bacje do sterylnego plastikowego pojemnika,

okres abstynencji seksualnej wynosit 2—7 dni.

Podstawowa analiza nasienia obejmowata ocene:

» makroskopowa: objetos¢ ejakulatu, uptyn-
nienie (prawidlowy czas uplynnienia
to 30—60 minut w temperaturze 37°C),
wyglad/kolor, zapach, pH, lepkos¢;

» mikroskopowa: koncentracje plemnikéw
(x 10%mL) catkowitg ich liczbe w ejakula-
cie (x 10%ejakulat) (udoskonalona komora
Neubauera, Heinz Herenz Medizinalbedarf
GmbH, Hamburg, Niemcy), ich ruchliwos¢
(ruch postepowy, niepostepowy, catkowity
[postepowy + niepostepowy], brak ruchu),
zywotno$¢ (komérki eozyno-negatywne
oraz HOS-test pozytywne), morfologie,
indeks teratozoospermii (TZI, ang. terato-
zoospermia index, odzwierciedlajacy $red-
nig liczbe defektéw strukturalnych gtéwki,
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wstawki i witki plemnika oraz $rednia liczbe
plemnikéw z nadmiarem resztkowej cyto-
plazmy przypadajacych na jeden niepra-
widlowy plemnik), a takze liczbe komé-
rek linii spermatogenicznej (x 10%/mL) oraz
komorek zapalnych (komérki peroksydazo-
-dodatnie, Endtz test, LeucoScreen
kit, FertiPro N.V., Beernem, Belgium).
Do oceny nasienia wykorzystano mikroskop
kontrastowo-fazowy (400x) (Leica, DM500 RH,
Heerbrugg, Szwajcaria) i mikroskop $wietlny
(1000x) (CX 31 Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo,
Japonia). W tym ostatnim dokonano oceny
morfologicznej plemnikéw na podstawie roz-
mazu natywnego nasienia, barwionego metoda
Papanicolau, stosujac $ciste kryteria Krugera
(WHO, 2021; Walczak-Jedrzejowska, 2022).

3.3. Test dyspersji chromatyny plemnika
(SCD) - rozszerzona analiza nasienia

Ocena fragmentacji plemnikowego DNA (SDF)
zostata wykonana przy uzyciu testu dysper-
sji chromatyny (SCD, ang. sperm chroma-
tin disperssion), za pomoca komercyjnego
zestawu Halosperm® G2 (Halotech DNA,
Madrid, Spain). Test przeprowadzony zostal
zgodnie z instrukcja producenta:

» Rozpuszczono agaroze w 95-100°C przez
5 minut lub do catkowitego jej rozpuszcze-
nia, nastepnie podzielono agaroze do 10
probowek Eppenendorf (100 uL kazda),
utrzymano temperature 37°C przez
nastepne 5 minut, aby zapobiec zelowaniu,

» W razie koniecznosci rozciericzono prébke
nasienia do maksymalnej koncentracji
20 milionéw plemnikéw/mL,

» Dodano 50 pL prébki nasienia do probéwki
typu Eppendorf z uprzednio przygotowana
agarozg (37°C) i delikatnie wymieszano
mikropipeta,

» Naniesiono krople 8 puL prébki na srodek
szkietka podstawowego i przykryto szkiet-
kiem nakrywkowym,

40

» Szkielko umieszczono w lodéwce w tem-
peraturze 4°C na 5 minut celem zwigzania
plemnikéw z agarozg, nastepnie szkietko
wyijeto z lodéwki i zdjeto szkietko nakryw-
kowe, kolejne procesy wykonywano w tem-
peraturze pokojowej (22°C),

» W pdziniejszym etapie za pomoca kwasu
solnego dokonano kwasénej denaturacji
w celu zniszczenia mostkéw wodorowych
(7 minut),

» Zapomoca ditiotreitolu i zwigzku trytonu
X-100 dokonano lizy bton i proteolizy bia-
tek (20 min),

» Przeplukano szkietko woda destylowana
przez 5 minut,

» Umieszczono szkietko kolejno w roztwo-
rze 70% etanolu (2 minuty), a nastepnie
w etanolu absolutnym (2 minuty) i pozo-
stawiono do wyschniecia,

» W dalszym etapie przeprowadzono bar-
wienie preparatu kolejno eozyna (7 minut)
oraz tiazyna (7 minut),

» Ocena halo wokét gtéwki plemnika pod
mikroskopem $wietlnym (1000x, Leica,
DM500 RH, Heerbrugg, Szwajcaria).
Oceniano 500 plemnikéw kazdego bada-
nego.

Plemnik z integralnym DNA jest zdolny
do generowania duzych petli DNA (tzw. halo)
uktadajacych sie wokét jego gtéwki. Jako wynik
pozytywny (brak fragmentacji DNA) uznaje
sie halo o $rednicy >1/3 $rednicy gléwki (Sred-
nie halo) i o $rednicy wiekszej niz $rednica
gléwki plemnika (duze halo). Z kolei wynik
negatywny (obecno$¢ nacie¢ DNA) uznaje sie,
gdy halo jest <1/3 $rednicy gtéwki plemnika
(mate halo) lub brak jest halo. Plemniki z nie-
wybarwiong gléwka to komoérki ze zdegra-
dowanym DNA. Ostatecznie, odsetek plem-
nikéw nieprawidtowych prezentuje liczbe
plemnikéw z pofragmentowanym i zdegra-
dowanym DNA (Cissen i wsp., 2016; Elbardisi
i wsp., 2020; Gill i wsp., 2022; Kuroda i wsp.,
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2023). Wedtug producenta testu Halosperm®
G2 wynik prawidlowy to wartos¢ SDF < 30%.

3.4. Test weryfikujacy potencjal
oksydacyjno-redukcyjny w nasieniu —
zaawansowana analiza nasienia

Ocena potencjalu oksydacyjno—redukcyj-
nego (ORP) nasienia przeprowadzona zostala
z wykorzystaniem elektrochemicznego systemu
MiOXSYS® (Aytu BioScience Inc, Englewood,
Colorado, USA). W sklad tego systemu wcho-
dzi analizator MiOXSYS*® i jednorazowy sen-
sor. Zgodnie z instrukcja producenta 30 pL
uplynnionego nasienia zostalo naniesione
na odpowiednie pole sensora, ktéry nastepnie
zostal umieszczony w analizatorze. Po upty-
wie 4 minut odczytano wynik ORP (Agarwal
i wsp., 2016e; 2018b, Agarwal i Bui, 2017;
Castleton i wsp., 2022; Karabulut i wsp., 2021).
Test ten w sposdb bezposredni, na podsta-
wie transferu elektronéw z reduktantéw (anty-
oksydantéw) na oksydanty, mierzy istniejaca
réwnowage pomiedzy nimi w ukladach biolo-
gicznych. Wynik ORP (tzw. ,surowy”) wyraza
sie w mV. Warto$¢ ORP podawana jest jako
warto$¢ znormalizowana, po przeliczeniu jej
na koncentracje plemnikéw w prébce nasie-
nia. Ostatecznie znormalizowany wynik sORP
podawany jest w mV/10° plemnikéw/mL nasie-
nia. Jako wynik prawidlowy uznaje sie wartosc¢
sORP <1,37, ktéra wskazuje na réwnowage
miedzy procesami utlenia i redukcji. Natomiast
warto$¢ sORP >1,37 odzwierciedla brak réw-
nowagi miedzy tymi procesami, z przewaga
reakgji utleniania (stres oksydacyjny) (Agarwal
i wsp., 2016e, 2018b, 2019a; Agarwal i Wang,
2017; Castleton i wsp., 2022; Karabulut i wsp.,
2021; Nago i wsp., 2021, Vassiliou i wsp., 2021).

3.5. Analiza statystyczna

Do kalkulacji statystycznych wykorzystano
oprogramowanie komputerowe Statistica

wersja 13.3 (StatSoft, Krakéw, Polska) oraz
MedCalc wersja 13.0.0 (MedCalc Software Ltd,
Ostend, Belgia). Statystyka opisowa zmien-
nych ilosciowych uwzgledniala mediany
wraz z zakresami oraz $rednie arytme-
tyczne + odchylenie standardowe (SD, ang.
standard deviation). Poniewaz test Shapiro—
Wilka, wykluczyt zgodno$¢ rozktadu bada-
nych zmiennych z rozkladem normalnym
(przyjmujac zgodno$¢ na poziomie istotnosci
p = 0,05), do poréwnania uzyskanych danych
zastosowano test U Manna—Whitneya (ran-
gowy test nieparametryczny, ktérego warto-
$cia centralna sa mediany). Poréwnaniu podle-
galy réwniez dane jakosciowe uwzgledniajace
cechy takie jak: istotny klinicznie stopien frag-
mentacji jadrowego DNA plemnikéw (SDF
>20%) oraz stres oksydacyjny w nasieniu (SORP
>1,37), ktore zostaly zaprezentowane w postaci
procentowego rozkladu mezczyzn w kazdej
z badanych grup (rozpowszechnienie badanej
cechy w populacji). Istotnos¢ réznic w tych
odsetkach zweryfikowano stosujac test Chi®
Do okreslenia wielokrotnos$ci ryzyka na wysta-
pienie SDF >20% i sORP >1,37, w grupie mez-
czyzn nieplodnych w odniesieniu do grupy
mezczyzn z potwierdzona ptodnoscia, zasto-
sowano analizg ilorazu szans (OR, ang. odds
ratio) — dane zaprezentowano z uwzglednie-
niem OR i 95% przedzialu ufnosci (95% CI,
ang. 95% confidence interval). Zgodnie z suge-
stia WHO z 2021, podjeto sie takze okreslenia
wewnatrzlaboratoryjnej wartosci granicznej
testow weryfikujacych SDF oraz sORP w celu
okreslenia takiej wartosci, ktdra najlepiej
odrézniataby mezczyzn nieptodnych od ptod-
nych (optymalny punkt odciecia). W tym celu
zastosowano analize krzywej ROC (ang. rece-
iver operating characteristic), mierzac pole
powierzchni pod krzywa (AUC, ang. area
under curve) z uwzglednieniem btedu stan-
dardowego (SE, ang. standard error) i 95% CI,
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czulosci oraz specyficznosci testu statystycz-
nego’. Wartosci AUC interpretowano w naste-
pujacy sposob: >0,9-1,0 — doskonata war-
tos$¢ predykcyjna, >0,8—0,9 — dobra wartos¢
predykcyjna, >0,7-0,8 — satysfakcjonujaca

6 Czulos¢ i specyficznos$¢ obliczane przez program staty-
styczny podczas analizy krzywej ROC to podstawowe miary
warto$¢ predykcyjnej reguly decyzyjnej — parametry kluczowe
dla wyznaczenia optymalnego punktu odciecia (punktu na krzy-
wej ROC). Czulo$¢ definiowana jest jako, natomiast specyficz-
nos¢ jako . TP — prawidiowe wskazanie wyréznionej klasy (ang.
true positive); TN — prawidlowe niewskazanie drugiej z klas
(ang. true negative); FP — niepoprawnie wskazanie wyréznionej
klasy (ang. false positve); EN — niewskazanie klasy wyr6znionej
w sytuacji, gdy powinna by¢ wskazana (ang. false negative). Jako
klase nalezy rozumie¢ jedna z podgrup przy dychotomicznym
podziale badanej populacji, w przypadku niniejszej dysertacji
jedna z klas stanowig mezczyzni nieplodni, druga ptodni.
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warto$¢ predykcyjna, >0,6—0,7 — $rednia
wartos$¢ predykcyjna, 0,5-0,6 — niewystar-
czajgca warto$¢ predykcyjna. Poziom staty-
stycznej istotnosci wszystkich testéw przy-
jeto przy p < 0,05.
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4.1. Podstawowa analiza seminologiczna —

poréwnanie badanych grup mezczyzn
W wyniku przeprowadzonych analiz sta-
tystycznych, majacych na celu poréwnanie

grupy mezczyzn nieptodnych i z potwierdzona

plodnoscia wykazano, ze pierwsza z tych grup

byla istotnie statystycznie starsza (mediana:
33,00 r.z. vs. 31,00 r.z.) i miala istotnie stab-

szq jako$¢ nasienia. W grupie mezczyzn nie-
plodnych w ich nasieniu zaobserwowano istot-

nie nizsza koncentracje plemnikéw (mediana:

16,69 x 10°/mL vs. 54,50 x 10%/mL), catkowita
ich liczbe (mediana: 46,32 x 10%ejakulat vs.

164,00 x 10°/ejakulat), odsetek plemnikéw cha-
rakteryzujacy sie prawidlowa budowa morfo-

logiczna (mediana: 0,00% vs. 4,00%), odsetek

gamet z ruchem postegpowym (mediana: 33,00%

vs. 67,00%), niepostepowym (mediana: 6,00% vs.
8,00%), ruchem catkowitym (mediana: 43,00%

vs, 78,00%), odsetek plemnikéw zywych eozyno-
-negatywnych (mediana: 74,00% vs. 84,00%)
i zywych HOS test-pozytywnych (mediana:

71,00% vs. 80,00%), natomiast odsetek komé-
rek rozrodczych majacych strukturalne wady

gléwki (mediana: 99,00% vs. 92,00%), wstawki

(mediana 43,00% vs. 36,00%), witki (mediana:

32,00% vs. 25,00%) i majacych resztkowa cyto-

plazme o powierzchni wiekszej niz 1/3 gléwki

plemnika (mediana: 5,00% vs. 3,00%) oraz odse-

tek gamet niewykazujacych ruchu (mediana:

57,00% vs. 23,00%) byt istotnie wyzszy. Ponadto,

w grupie mezczyzn nieplodnych stwierdzono
istotnie wyzsza koncentracje komérek okra-

glych linii spermatogenicznej (mediana:

0,15x 10%/mL vs. 0,00 x 10%mL), wyzsza warto$¢

TZI (mediana: 1,81 vs. 1,62) oraz wyzsza koncen-
tracje peroksydazo-dodatnich komérek uktadu
odpornosciowego (mediana: 0,500 x 10%/mL

vs. 0,250 x 10%/mL). W przypadku objetosci
ejakulatu brak byto istotnych réznic mie-

dzy badanymi grupami mezczyzn (Tabela 4).

4.2. Rozszerzona analiza seminologiczna

4.2.1. Ocena integralnosci genomu
plemnikow i potencjalu oksydacyjno—
redukcyjnego w nasieniu — poréwnanie
badanych grup mezczyzn

Na poczet niniejszych badan, rutynowa ana-
liza seminologiczna zostata rozszerzona i uzu-
pelniona o wyniki testu SCD oraz oceng SORP
w nasieniu. Poréwnanie grupy mezczyzn nieptod-
nych i ptodnych ujawnito istotnie wyzszy odse-
tek plemnikéw z pofragmentowanym jadrowym
DNA (mediana: 20,00% vs. 13,00%) oraz istotnie
wyzsza warto$¢ sORP (mediana: 2,16 vs. 0,66)
w pierwszej z wymienionych grup (Tabela 5).

4.2.2. Czesto$¢ wystepowania mezczyzn
z SDF >20% i sORP >1,37
w badanych grupach

Kolejnym etapem przeprowadzonych ana-
liz statystycznych bylo okreslenie i poréw-
nanie liczby mezczyzn u ktérych, zgodnie
z przyjeta warto$cia SDF dyskryminujaca
mezczyzn ptodnych i nieptodnych, stwier-
dzono SDF >20% (Agarwal i wsp., 2022; Esteves
i wsp., 2021; Farkouh i wsp., 2022; Panner
Selvam, 2021a; Santi i wsp., 2018) oraz sSORP
>1,37 (zgodnie z sugestia producenta systemu
MiOXSYS®). W grupie mezczyzn nieptodnych
w poréwnaniu do grupy mezczyzn ptodnych
wykazano istotnie wiecej badanych z SDF >20%
(48,72% mezczyzn vs. 21,35% mezczyzn) oraz
istotnie wiecej z SORP >1,37 (66,66% mezczyzn
vs. 15,73% mezczyzn) (Tabela 6).

4.2.3. Iloraz szans na wystapienie SDF
>20% oraz sORP >1,37 w grupie
mezczyzn nieplodnych w odniesieniu
do grupy mezczyzn ptodnych

W celu okres$lenia statystycznego ryzyka
na wystapienie wartosci SDF i sORP uzna-
wanych za istotne w aspekcie klinicznym (SDF
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Tabela 4. Statystyka opisowa i poréwnanie wieku oraz standardowych parametréow
seminologicznych miedzy mezczyznami nieplodnymi i plodnymi

Grupa mezczyzn

Grupa mezczyzn

Parametry Sl ba(:lla_n; ([))é))pulaq 2 nieplodnych plodnych p
= (n = 117) (n = 89)
‘ 33,00 (22,00-49,00) 33,00 (25,00-49,00) 31,00 (22,00—-47,00)
Wieka (lata) 33,10 + 5,01 34,14 + 5,08 31,73 + 4,06 <0,001
o 3,00 (0,50—8,00) 3,00 (0,50—8,00) 3,00 (0,50~7,00)
Objetos¢ nasienia (mL) 3,20 + 1,57 3,14+ 1,55 3,28 + 1,62 NS
Koncentracja plemnikéw 25,94 (0,05-210,00) 16,69 (0,05-130,00) 54,50 (6,10-210,00) <0.000001
(x10%/mL) 39,83 + 38,54 27,35 + 24,38 60,14 + 41,72 ’
Catkowita liczba plemnikéw 78,19 (0,25—840,00) 46,32 (0,25-460,50) 164,00 (18,30-840,00)  _ o 000
(x10°) 121,46 + 139,02 68,36 + 77,70 191,28 + 168,48 ’
Plemniki morfologicznie 1,50 (0,00-13,00) 0,00 (0,00-10,00) 4,00 (0,00—13,00) £ 0.000001
prawidlowe (%) 2,50 + 3,12 1,05 + 1,99 4,42 + 3,31 ’
g Plemnikiz wadami 96,00 (72,00-100,00) 99,00 (72,00-100,00) 92,00 (81,00-100,00) £ 0.000001
S gtowki (%) 94,99 + 5,22 97,26 + 4,35 92,01 + 4,76 ’
5 £ Plemniki z wadami 36,00 (9,00-96,00) 43,00 (11,00-96,00) 36,00 (9,00—73,00) - 0001
E 2 wstawki (%) 40,74 + 18,33 45,74 + 20,14 34,51 + 13,38 ’
% E Plemnikiz wadami 29,00 (6,00—88,00) 32,00 (6,00—88,00) 25,00 (6,00-50,00) £ 0.0001
S B witki (%) 31,23 + 14,31 35,11 + 15,66 26,14 + 10,37 ’
Q
:’ Plemniki z resztkowa 4,00 (0,00-60,00) 5,00 (0,00-60,00) 2,00 (0,00-12,00) <0,000001
& cytoplazma (%) 5,04 + 6,31 6,71 + 7,58 2,84 + 2,87 ’
1,74 (1,15-2,58) 1,81 (1,28-2,58) 1,62 (1,15-2,25)
T 1,75 + 0,30 1,86 + 0,31 1,62 0,21 <0,000001
Plemniki wykazujace ruch 51,50 (0,00-90,00) 33,00 (0,00-79,00) 67,00 (22,00-90,00) £ 0.000001
postepowy (RP) (%) 47,58 + 22,85 35,07 + 20,10 64,02 + 14,22 ’
Plemniki wykazujace ruch 7,00 (0,00-41,00) 6,00 (0,00—41,00) 8,00 (0,00-33,00) 005
niepostepowy (NP) (%) 8,94 + 7,64 7,75 + 6,87 10,50 + 8,34 '
Ruch catkowity plemnikéw 59,00 (0,00—98,00) 43,00 (0,00-81,00) 78,00 (28,00-98,00) £ 0.000001
(PR + ND) (%) 56,52 + 24,49 42,82 + 21,68 74,52 + 14,17 ’
Plemniki niewykazujace 41,00 (2,00-100,00) 57,00 (19,00-100,00) 22,00 (2,00-72,00) £ 0.000001
ruchu (%) 43,47 + 24,49 57,17 + 21,68 25,47 + 14,17 ’
Plemniki eozyno-negatywne — 78,00 (15,00-98,00) 74,00 (15,00-90,00) 84,00 (61,00-98,00) <0.000001
zywe (%) 75,94 + 12,28 71,05 + 12,49 82,37 + 8,49 ’
o n =184 n=99 n =84
f::;m;‘l“ tHSie  2ywe (%) 75,00 (0,00-98,00) 71,00 (0,00-90,00) 80,00 (58,00-98,00) <0,000001
pozyty ywe o 73,32 + 13,13 68,57 + 14,33 78,92 + 8,77
i;‘;?;i;gg;?cgzlig“” 0,00 (0,00-6,50) 0,15 (0,00-6,50) 0,00 (0,00—4,75) £ 0.0001
(P10%/mL joal) 0,36 + 0,84 0,43 + 0,89 0,27 + 0,77
Komorki peroksydazo- 0,25 (0,00-15,00) 0,50 (0,00-15,00) 0,25 (0,00-3,25) 0.000001

-dodatnie (x10%/mL)

0,90 + 1,87

1,30 + 2,36

0,38 £ 0,55

Prezentowane dane zostaly wyrazone za pomocg mediany (zakres) oraz $redniej + SD, HOS test — test hipoosmotyczny; TZI — indeks teratozoospermii;

n — liczba badanych; NS — brak istotnosci statystycznej; SD — odchylenie standardowe. Istotno$¢ statystyczna testu Manna—Whitneay byta uznawana

gdy p < 0,05
Tabela 5. Statystyka opisowa i poréwnanie SDF i sORP
miedzy mezczyznami nieplodnymi i plodnymi
Sl ndre T R Gru‘pa mezZczyzn Grupa mezczyzn
Parametry (n = 206) nieplodnych plodnych P
= (n=117) (n=89)
17,00 (2,00-55,00) 20,00 (5,00-55,00) 13,00 (2,00-34,00)
0,
SDF (%) 18,41 + 8,77 21,40 + 8,67 14,49 + 7,28 <0,000001
sORP 1,21 (0,016-169,11) 2,16 (0,095-169,11) 0,66 (0,016—5,00) £ 0.000001
(mV/x10°plemnikéw/mL) 6,91 + 21,46 11,50 + 27,65 0,87 + 0,85 ’

Prezentowane dane zostaly wyrazone za pomoca mediany (zakres) oraz $redniej + SD, SDF — fragmentacja jadrowego DNA plemnikéw; sORP —
znormalizowany potencjal oksydacyjno—redukcyjny; n — liczba badanych; NS — brak istotnosci statystycznej; SD — odchylenie standardowe. Istotno$¢
statystyczna testu Manna—Whitneay byta uznawana gdy p < 0,05
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Tabela 6. Czestos¢ wystepowania SDF >20% i sORP >1,37
w badanych grupach mezczyzn

Grupa mezczyzn nieplodnych Grupa mezczyzn ptodnych

Parametry %(n) %(n) P
SDF >20% 48,72(57) 21,35(19) 0,0001
sORP >1,37 (mV/x10°plemnikéw/mL) 66,66(78) 15,73(14) <0,0001

SDF - fragmentacja jadrowego DNA plemnikéw; sORP — znormalizowany potencjat oksydacyjno—redukcyjny; n — liczba badanych. Istotno$¢ statystyczna
testu Chi® byta uznawana gdy p < 0,05

Tabela 7. Iloraz szans (OR) na wystapienie SDF >20% i sORP >1,37 w grupie
mezczyzn nieptodnych w odniesieniu do grupy mezczyzn ptodnych

. . . OR
VTR Grupa mezczyzn nieplodnych Grupa mezczyzn plodnych 95% CI
%(n) %(n)
p
3,5000
SDF >20% 48,72(57) 21,35(19) 1,8766-6,5277
0,0001
10,7143
sORP >1%37 - 66,66(78) 15,73(14) 5,3847-21,3190
(mV/x10°plemnikéw/mL) <0,0001

95% CI — 95% przedzial ufno$ci; SDF — fragmentacja jadrowego DNA plemnikéw; sORP — znormalizowany potencjal oksydacyjno—redukcyjny;
n — liczba badanych. Istotnos¢ statystyczna testu byta uznawana gdy p < 0,05
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Rycina 7. Analiza krzywej ROC (ang. receiving operating characteristic) i pola powierzchni pod krzywa
(AUC, ang. area under curve) w celu okreslenia wartosci predykcyjnej dla odréznienia mezczyzn nie-
ptodnych (n = 117) od ptodnych (n = 89) w badanej populacji. Krzywa ROC wyznaczona dla okreslenia
wartosci testu dyspersji chromatyny plemnikéw (SCD, ang. sperm chromatin dispersion) (A) oraz dla te-
stu weryfikujacego potencjat oksydacyjno—redukcyjny (sORP, ang. static oxidation—reduction potential)
w nasieniu za pomocg systemu MiOXSYS® (B). Wartoscia graniczng (punktem odciecia) byto 13% plem-
nikéw z pofragmentowanym DNA (SDF) (A) oraz sORP = 1,256 mV/10° plemnikéw/mL (B). Uzyskana
warto$¢ AUC = 0,735 wskazuje na satysfakcjonujacg wartos$¢ predykeyjna testu SCD (A), natomiast war-
to$¢ AUC = 0,823 wskazuje na dobra wartos¢ predykcyjna dla testu weryfikujacego sORP (B). p < 0,05 —
statystyczna istotno$¢ miedzy obliczong wartoscia AUC vs. AUC = 0,500 (warto$¢ stata zgodna z zaloze-
niami hipotezy zerowej), 95% CI — 95% przedzial ufnosci; SE — blad standardowy
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>20% i sORP >1,37), przeprowadzono analize
ilorazu szans (OR). Wykazano, ze grupa mez-
czyzn nieptodnych miala 3,5-krotnie wyz-
sze ryzyko na wystapienie SDF >20% i ponad
10-krotnie wyzsze ryzyko na wystapienie SORP
>1,37 niz grupa mezczyzn plodnych (Tabela 7).

4.3. Warto$¢ prognostyczna testu

SCD i testu weryfikujacego sORP

w nasieniu dla odréznienia mezczyzn

nieplodnych od ptodnych — analiza

krzywej ROC
W celu okreslenia wartosci predykcyjnej
wykorzystanych testéw, w badanych gru-
pach mezczyzn ustalono, na podstawie ana-
lizy krzywej ROC, warto$ci graniczne SDF
i SORP, powyzej ktérych istniato statystyczne
ryzyko nieptodno$ci meskiej. W przypadku
testu SCD punktem odciecia byla warto$¢
SDF = 13% (AUC = 0,735; czulos¢ = 86,32;
specyficznos¢ = 53,93; satysfakcjonujaca war-
to$¢ prognostyczna) (Rycina 7A), natomiast
w przypadku oceny potencjalu oksydacyjno—
redukcyjnego byla wartosé¢ sORP = 1,256
(AUC = 0,823; czulos¢ = 69,23 specyficz-
no$¢ = 83,15; dobra warto$¢ prognostyczna)
(Rycina 7B). Mimo, iz AUC w zakresie
>0,7—0,8 uznawane jest za satysfakcjonujace
w prognozowaniu danego zjawiska a >0,8-0,9
za dobre, to jednak nie wykazano aby pola
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Rycina 8. Poréwnanie krzywych ROC (ang. rece-
iving operating characteristic) i p6l powierzchni
pod krzywa (AUC, ang. area under curve) wy-
znaczonych dla okreslenia wartosci predykcyj-
nej testu dyspersji chromatyny plemnikéw (SCD,
ang. sperm chromatin dispersion) oraz dla testu
weryfikujacego potencjal oksydacyjno-redukcyjny
(sORP, ang. static oxidation—reduction potential)
w nasieniu za pomoca systemu MiOXSYS® dla
odréznienia mezczyzn nieptodnych (n = 117) od
plodnych (n = 89) w badanej populacji. p — staty-
styczna istotno$¢ miedzy wartoscia AUC dla SCD
vs. AUC dla sORP, 95% CI — 95% przedzial ufnosci;
SE - blad standardowy

powierzchni pod krzywymi ROC, dla prze-
prowadzonych testéw diagnostycznych, réz-
nily sie istotnie statystycznie (Rycina 8).



5. PODSUMOWANIE WYNIKOW

1. Mezczyzni nieplodni (n = 117) mieli
istotnie mniejsza koncentracje plemnikéw
ejakulowanych, catkowita ich liczbe, ruchli-
wos¢ i morfologie w poréwnaniu do mezczyzn
ptodnych (n = 89). Szczegétowa analiza mor-
fologiczna wykazata takze istotnie wieksza
liczbe wad gtéwki, wstawki, witki i plemni-
kéw z resztkowa cytoplazma w grupie mez-
czyzn nieptodnych.

2. Mezczyzni nieplodni mieli istotnie
wiekszy odsetek plemnikéw z pofragmento-
wany jadrowym DNA (SDF) i istotnie wiek-
szg znormalizowang warto$¢ potencjatu oksy-
dacyjno-redukcyjnego (sORP) w nasieniu vs.
mezczyzni ptodni.

3. Liczba mezczyzn z warto$ciag SDF >20%
(klinicznie istotny poziom uszkodzenia DNA)
byla istotnie wyzsza wéréd mezczyzn nieptod-
nych vs. mezczyzni plodni.

4. Liczba mezczyzn z warto$cia SORP >1,37
odzwierciedlajaca stres oksydacyjny w nasie-
niu byta istotnie wyzsza wsréd mezczyzn nie-
plodnych vs. mezczyzni plodni.

5. Ryzyko na wystapienie SDF >20% i sORP
>1,37 bylo odpowiednio 3,5-krotnie i ponad
10-krotnie wyzsze dla mezczyzn nieptodnych
vs. mezczyzni ptodni.

6. Analiza krzywej ROC wykazala, ze w ba-
danej populacji mezczyzn wartosci SDF = 13%
i SORP = 1,256 byly wartosciami graniczny-
mi powyzej, ktorych istniato statystyczne ry-
zyko nieptodnosci meskiej. Wartos$¢ pola po-
wierzchni pod krzywymi ROC (odpowiednio
AUC = 0,735; oraz AUC = 0,823) wskazywata
na satysfakcjonujaca warto$¢ prognostyczna
testu SCD i dobra warto$¢ prognostycznag testu
weryfikujacego sORP w nasieniu. Warto$ci
AUC nie réznily sie istotnie statystycznie.
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6.1. Meiczyzni nieplodni maja obnizone

podstawowe parametry nasienia
w porownaniu do mezczyzn plodnych

Przeprowadzone badania autorskie na prob-
kach nasienia pochodzacych od 206 mezczyzn
(117 mezczyzn nieplodnych oraz 89 mezczyzn
z potwierdzona plodnoscia) wykazaly istotne
réznice pomiedzy badanymi grupami mez-
czyzn w zakresie ich wieku i warto$ci pod-
stawowych parametréw seminologicznych.
Mezczyzni nieplodni byli starsi, jednak réz-
nica wieku nie byta drastyczna (mediana 33 r.z.
vs 31 r.z.). W podobnych badaniach innych
autoréw nieptodni pacjenci takze byli starsi
(Arafa, 2018; Gill i wsp., 2021; Majzoub i wsp.,
201b, 2020; Nago i wsp., 2021; Panner Selvam
i wsp., 2022; Pino i wsp., 2020). Nie mozna
pomingc¢ faktu, iz w grupie mezczyzn nieplod-
nych 10 z 117 (8,6%) miato normozoospermig,
z kolei w grupie mezczyzn ptodnych tylko 46
z 89 (51,7%) prezentowalo prawidtowe para-
metry nasienia. Wyniki te zgodne sa z donie-
sieniem Boeri i wsp., (2021). Autorzy ujawnili,
ze wéréd mezczyzn nieplodnych 12% wyka-
zywalo normozoospermie, natomiast wsréd
plodnych 41%. W niniejszej dysertacji nie-
plodni mieli istotnie stabsza jako$¢ nasienia,
w tym nizsza liczbe plemnikéw w ejakulacie,
morfologie, ruchliwo$¢ i zywotno$¢. Podobne
wyniki uzyskano w poprzednio przeprowadzo-
nych badaniach wspoétautorskich (Gill i wsp.,
2021; 2022) oraz w badaniach innych autoréw
(Agarwal i wsp., 2017a; 2018a; 2019a; Arafa
i wsp., 2018; Cicek i wsp., 2021; Douglas i wsp.,
2021; Javed i wsp., 2019; Kuroda i wsp., 2023;
Majzoub i wsp., 2018; 2020; Panner Selvam
i wsp., 2022; Walke i wsp., 2023).

Agarwal i wsp., (2018a) wykazali staty-
styczng réznice pomiedzy grupa mezczyzn
nieptodnych (n = 293) i ptodnych (n = 15)
w zakresie koncentracji, catkowitej ruchliwosci
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i morfologii plemnikéw. Warto podkresli¢,
ze w badaniach tych liczebnos¢ grupy kon-
trolnej byta bardzo ograniczona. Arafa i wsp.,
(2018) i Giwercman i wsp., (2010) oraz Gill
i wsp., (2021; 2022) uzyskali podobne wyniki
przy wyzszej liczbie mezczyzn ptodnych
(odpowiednio: 365 vs. 50 (grupa ptodnych);
127 vs. 137; 95 vs. 64; 77 vs. 80). Ponadto Gill
i wsp., (2022) uyjawnili takze istotna réznice
w ruchu postgpowym i zywotnosci meskich
komoérek rozrodczych. Z kolei Nguyen i wsp.,
(2023) nie wykryli istotnych réznic w zywotno-
$ci plemnikéw pomiedzy mezczyznami z pra-
widlowymi parametrami nasienia (n = 31) oraz
mezczyznami, u ktérych stwierdzono co naj-
mniej jeden podstawowy parametr plemnikéw
ponizej dolnej wartosci referencyjnej propo-
nowanej przez WHO 2010 (n = 135). Ponadto
Kuroda i wsp., (2023) w badaniu poréwnaw-
czym nielicznej grupy mezczyzn z normozo-
ospermia (n = 10) i mezczyzn nieptodnych
z nieprawidlowymi parametrami nasienia
(n = 10), oprécz istotnej réznicy w koncen-
tracji i ruchu calkowitym plemnikéw, nie
wykryli réznic w morfologii i ruchu postepo-
wym plemnikéw. Mozna jednak przypuszczad,
ze czynnikiem wplywajacym na brak réznic
w odsetku plemnikéw morfologicznie prawi-
dlowych i wykazujacych ruch, byly analizy
statystyczne przeprowadzone przez Kuroda
i wsp., (2023) na niezwykle matych grupach
badanych mezczyzn. Tak mata liczebnos¢
poréwnywanych grup niewatpliwie negatyw-
nie wplywa na jako$¢ i wiarygodno$¢ uzyska-
nych danych.

Inne istotne parametry seminologiczne
zwiazane z podstawowa diagnostyka nasie-
nia weryfikowane w niniejszych badaniach
autorskich to indeks teratozoospermi (TZI)
odzwierciedlajacy liczbe defektéw struktural-
nych przypadajacych na jeden plemnik oraz
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parametry szczegdlowej analizy morfologicz-
nej meskich gamet. W grupie mezczyzn nie-
plodnych $rednia warto$¢ TZI byta istotnie
wyzsza (1,86 + 0,31) w poréwnaniu do mez-
czyzn plodnych (1,62 + 0,21). Takze odsetek
meskich komérek rozrodczych zawierajacych
zaburzenia strukturalne gltéwki (mediana 99%),
wstawki (mediana 43%) i witki (mediana 32%)
byt istotnie wyzszy (odpowiednio vs. 92%;
36%; 25%). Nalezy zwroci¢ uwage, ze sred-
nia warto$¢ TZI dla mezczyzn plodnych byla
wyzsza od Sredniej warto$ci podanej przez
WHO, 2010 i 2021 dla mezczyzn ptodnych
(TZI=1,51 + 0,2). Podwyzszona warto$¢ TZI
w stosunku do proponowanej przez WHO
mogta by¢ spowodowana tym, ze wsrod bada-
nych mezczyzn ptodnych az 43 z 89 (48,3%)
miato nieprawidlowe parametry seminolo-
giczne. Nalezy zawuwazy¢, ze w grupie tej
zdecydowanie dominujacym zaburzeniem
byta teratozoospermia. Mozna jednak sadzi¢,
ze w badanych przypadkach nieplodnosci
moglo dochodzi¢ czesciej do zaburzen mor-
fogenezy plemnikéw zwiazanej z réznico-
waniem si¢ okraglej spermatydy w wydlu-
zong (spermiogeneza). Powyzsze wyniki byly
zgodne z danymi uzyskanymi w poprzed-
nio przeprowadzonych badaniach wspét-
autorskich (Gill i wsp., 2022). Takze mez-
czyzni nieptodni mieli wyzsza warto$¢ TZI
oraz wyzszy odsetek plemnikéw zawieraja-
cych wady gléwki, wstawki i witki. Majzoub
i wsp., (2018) oraz Oumaima i wsp., (2018)
zaobserwowali takze istotnie wiecej plem-
nikéw z wadami gléwki u mezczyzn nie-
ptodnych (vs. ptodni). Nie stwierdzili jednak
réznic w odsetku meskich gamet z wadami
wstawki i witki. Z kolei Mangiariani i wsp.,
(2013) wykazali, Zze mezczyzni z teratozoosper-
mia mieli wyzsze odsetki plemnikéw z wada
gléwki, szyjki i witki niz mezczyzni z normo-
zoospermig. Zblizone dane uzyskali Jakubik-
-Uljasz i wsp., (2020). Autorzy zaobserwowali,

ze u mezczyzn z teratozoospermiy indeks
TZI i odsetek meskich komérek rozrodczych
z wadami gléwki, wstawki i witki byt istot-
nie wyzszy w poréwnaniu do mezczyzn bez

teratozoospermii.

6.2. Mezczyzini nieplodni maja wyzsze

ryzyko uszkodzenia chromatyny

plemnikéow oraz wyzsze ryzyko

stresu oksydacyjnego w nasieniu niz

mezczyzni plodni
Obok standardowej oceny plemnikéw, ktéra
ma niska warto$¢ w przewidywaniu ich zdol-
nosci do zaptodnienia, w niniejszej dysertacji
dokonano jednoczesnej oceny integralnos$ci
genomu plemnikéw i potencjatu oksydacyjno—
redukcyjnego, co jest jak najbardziej uzasad-
nione, gdyz proponowane biomarkery moga
by¢ ze sobg powiazane (Barbarosie i wsp., 2021;
Castleton i wsp., 2023; Dutta i wsp., 2022;
Kuroda i wsp., 2023; Majzoub i wsp., 2018,
2020; Martins i Agarwal, 2019; Santi i wsp.,
2018) i moga mie¢ wartos$¢ predykcyjna dla
sukcesu rozrodczego (Agarwal i wsp., 2020b;
Busnelli i wsp., 2023; Esteves i wsp., 2017;
Haddock i wsp., 2021; Humaidan i wsp., 2022,
Kocur i wsp., 2023). Wiadomym jest, Ze czyn-
niki Srodowiskowe (np. metale cigzkie, pesty-
cydy, herbicydy, ftalany), wiek mezczyzny,
jego styl zycia (naduzywanie alkoholu, pale-
nie papieroséw, nieprawidiowa dieta, otytos¢,
stres) oraz choroby przewlekle to zdecydowa-
nie czynniki etiologiczne stresu oksydacyj-
nego, ktory jest jednym z istotnych przyczyn
powodujacych obnizenie integralnosci genomu
plemnikéw (Rycina 5), gdyz dochodzi do oksy-
dacyjnego uszkodzenia ich DNA (Agarwal
i wsp., 2018c; Aitken, 2020; Nago i wsp., 2021;
Takalani i wsp., 2023; Watanabe, 2022).

Nalezy zaznaczy¢, ze niewiele jest donie-

sien w ktérych autorzy dokonuja jednocze-
snej weryfikacji obu wymienionych parame-
tréw. Podobne wyniki uzyskano w poprzednio
przeprowadzonych wspdtautorskich badaniach
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(Gill i wsp., 2021; 2022), w ktérych u mez-
czyzn nieplodnych wartos¢ SDF (mediana
18% lub 19%), jak réwniez sORP (mediana 7,23
lub 4,90) byla wyzsza w poréwnaniu do mez-
czyzn plodnych (odpowiednio SDF 13%; SORP
0,81 lub 0,62). Inni autorzy réwniez wykazali,
ze w przypadku meskiej nieptodnosci zwiek-
sza sie odsetek meskich gamet z uszkodzonym
DNA (test SCD) i warto$¢ sORP w nasieniu
w poréwnaniu do plodnych (Majzoub i wsp.,
2018, 2020) lub ochotnikéw z normozoosper-
mie (Kuroda i wsp., 2023). Ponadto Nguyen
i wsp., (2023) poréwnujac grupy mezczyzn
nieptodnych z nieprawidtowymi i prawidlo-
wymi parametrami nasienia, w przypadku tych
pierwszych stwierdzil zwiekszona warto$¢ SDF
oraz sORP. Z kolei Joao i wsp., (2022) wyka-
zali wieksze uszkodzenie DNA plemnikéw
(test TUNEL, ang. terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end-labeling)
i wieksza warto$¢ sORP w grupie mezczyzn
z nieprawidfowymi parametrami plemnikéw
w poréwnaniu do mezczyzn z normozoosper-
mig, jednak w przypadku pierwszego parame-
tru autorzy nie uzyskali istotnosci statystycznej.
Niektdrzy autorzy potwierdzili réwniez
(bez oceny sORP), ze mezczyzni nieptodni
maja bardziej uszkodzony materiat genetyczny
niz ptodni (metoda SCD) (DeVilbiss i wsp.,
2022; Giwercman i wsp., 2010; Javed i wsp., 2019,
Marinaro i Schlegel, 2023; Wiweko i Utami,
2017; Zandieh i wsp., 2018), natomiast inni udo-
wodnili (bez oceny integralno$ci DNA plem-
nikéw), ze warto$¢ sORP zdecydowanie zwigk-
szala sie wsrdd tej grupy mezczyzn (Agarwal
i wsp., 2017a, 2018a; Arafa i wsp., 2018) oraz
w grupie badanych z nieprawidlowymi para-
metrami nasienia w poréwnaniu do mezczyzn
z normozoospermia (Agarwal i wsp., 2017c,
2019a; Cicek i wsp., 2021; Douglas i wsp., 2021).
Obok opisanej powyzej analizy poréwnaw-
czej integralno$ci DNA plemnikéw i poten-
cjatu oksydacyjno—-redukcyjnego w nasieniu
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dokonano poréwnania liczby mezczyzn, u kté-
rych zgodnie z przyjeta warto$cia SDF odrdz-
niajaca mezczyzn nieplodnych od plodnych
stwierdzono SDF >20% (Agarwal i wsp., 2022;
Esteves i wsp., 2021; Farkouh i wsp., 2022;
Panner Selvam i wsp., 2021a; Santi i wsp.,
2018) i sORP >1,37 wskazujacy na stres oksy-
dacyjny (zgodnie z sugestia producenta sys-
temu MiOXSYS®) (Agarwal i wsp., 2018b).
Ponadto oszacowano ryzyko na wystapienie
SDF >20% i sORP >1,37. Do niedawna wyko-
rzystywano kliniczny podzial stopnia frag-
mentacji jadrowego DNA na niski poziom
uszkodzenia (<15%), posredni (15—-30%) oraz
wysoki (>30%). Sredni i wysoki poziom uszko-
dzenia DNA wiazal sie z nizsza szansa uzy-
skania potomstwa, zaj$cia w ciaze kliniczna
oraz wzrostem ryzyka poronienia (Agarwal
i wsp., 2017b; Elbardisi i wsp., 2020; Gill i wsp.,
2021). W najnowszych jednak opracowaniach
stwierdzono, iz nowa warto$cig odciecia SDF
determinujaca ptodnos¢ meska jest 20% plem-
nikéw z pofragmentowanym DNA (weryfikacja
za pomocg nastepujacych testéw: SCSA [ang.
sperm chromatin structure assay), TUNEL,
SCD, kometowy). Stwierdzono niekorzystne
skutki rokownicze przy wartosciach SDF
z przedziatu 20-30%, takie jak przedtuzony
okres staran prokreacyjnych, zmniejszenie
szansy na uzyskanie cigzy metoda naturalna,
za pomoca inseminacji, metody ICSI (ang.
intracytoplasmic sperm injection) oraz zwiek-
szone ryzyko poronien (Agarwal i wsp.,2017b;
Elbardisi i wsp., 2020; Santi i wsp., 2018).

W niniejszych badaniach ujawniono,
ze wéréd mezczyzn nieptodnych istotnie wie-
cej bylo os6b z SDF >20% (48,72% vs 21,35%).
Ponadto badani mieli 3,5-krotnie wyzsze
ryzyko na wystapienie SDF >20% niz mez-
czyzni plodni. Nalezy podkresli¢, ze wsérod
mezczyzn nieptodnych istotnie czesciej wyste-
powal stres oksydacyjny (sSORP >1,37) (66,67%
vs 15,73%) i mieli oni ponad 10-krotnie wyzsze
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ryzyko na wystapienie tego stresu. Podobne
wyniki uzyskano w badaniach przeprowa-
dzonych przez Zaklad Histologii i Biologii
Rozwoju (Gill i wsp., 2019a, b) oraz wspdtau-
torskich badaniach (Gill i wsp., 2021; 2022).
Stwierdzono takze zaréwno wieksza dys-
trybucje SDF >20% lub >18% oraz wigksze
ryzyko na wystepowanie tych wartosci odpo-
wiednio wéréd nieptodnych w poréwnaniu
do mezczyzn potencjalnie plodnych z normo-
zoospermia (Gill i wsp., 2019b), badz tez wsréd
badanych z nieprawidlowymi podstawowymi
parametrami plemnikéw vs. normozoosper-
mia (Gill i wsp., 2019a). Potwierdzono takze,
ze u mezczyzn nieplodnych czesciej wystepo-
wal stres oksydacyjny i istotnie wieksze ryzyko
na jego pojawienie sie w nasieniu (Gill i wsp.,
2021; 2022), co byto zgodne z wynikami Arafa
i wsp., (2018). Inni autorzy (Bungum i wsp.,
2011; Giwercman i wsp., 2010) przeprowadzili
podobne analizy. Bungum i wsp., (2011) wyka-
zali, Ze ryzyko na SDF >20% zdecydowanie jest
wieksze wéréd mezczyzn nieplodnych. Z kolei
Giwercman i wsp., (2010) ustalili, ze ryzyko
na wystapienie nieplodnosci jest wieksze
w przypadku mezczyzn z SDF >20% w poréw-
naniu do tych, u ktérych wykazano SDF <10%.

Co wazne, z przeprowadzonych badan
autorskich wynika, Ze pacjenci majacy stres
oksydacyjny w nasieniu (sORP >1,37) nieko-
niecznie musza miec¢ tak obnizona integral-
nos¢ genomu plemnikéw, ktéra miataby istotna
wartos¢ kliniczna (czyli SDF >20%). W grupie
mezczyzn nieplodnych czesciej wystepowat
stres oksydacyjny (okoto 67% mezczyzn) niz
SDF >20% (okoto 49% mezczyzn). Podkresla
to wazna role stresu oksydacyjnego w powsta-
waniu nieptodno$ci. Natomiast w grupie
plodnych proporcje badanych parametréw
byly odwrotne. Czesciej dochodzito do nie-
korzystnego uszkodzenia DNA (21% mez-
czyzn z SDF >20%) niz stresu oksydacyjnego
(16% z sORP >1,37). Nalezy by¢ $wiadomym,

ze fragmentacja DNA plemnikéw moze by¢
spowodowana nie tylko stresem oksydacyj-
nym, ale zaburzeniem proceséw zwigzanych
z nieprawidlowa przebudowa chromatyny réz-
nicujacych sie spermatyd podczas spermio-
genezy i z apoptoza komoérek germinalnych
(Agarwal i wsp., 2020b; Barbarosie i wsp., 2021;
Okada, 2022a,b; Panner Selvam i wsp., 2021a;
Poetsch, 2020; Watanabe, 2022). Zatem wery-
fikacja obu badanych parametréw wydaje
sie niestychanie istotna ze wzgledu na pra-
widlowe spersonalizowane postepowanie
terapeutyczne zwigzane z prowadzeniem
terapii antyoksydacyjnej. Wykryto, iz sORP
stanowi idealna miare zdolno$ci utlenia-
nia i redukgcji. Ustalono fizjologiczny zakres
sORP od -9,76 mV/10° do 1,48 mV/10° plem-
nikéw/mL) w oparciu o wplyw stresu oksyda-
cyjnego i redukcyjnego na funkcje plemni-
kéw oraz na ich zmiany molekularne (Alfaro
Gomez i wsp., 2023; Dutta i wsp., 2022; Panner
Selvam i wsp., 2020). Nalezy réwniez wspo-
mnie¢ o istniejacym ryzyku zwiazanym z nie-
uzasadniong terapia, ktéra moze prowadzi¢
do stresu redukcyjnego (paradoks antyoksyda-
cyjny), czyli przewagi proceséw redukcyjnych
nad procesami utleniania, ktére niekorzyst-
nie beda wptywac na jakos¢ nasienia (Agarwal
i wsp., 2023; Dutta i wsp., 2022; Henkel i wsp.,
2019; Panner Selvam i wsp., 2020).

6.3. Wartos$c¢ prognostyczna testu
SCD i testu weryfikujacego sORP
za pomoca systemu MiOXSYS®

Jak wspomniano wcze$niej, wartoscia gra-
nicznga SDF odrézniajacych mezczyzn plod-
nych od nieplodnych byta warto$é SDF = 20%
proponowana przez wielu autoréw (Esteves
i wsp., 2021; Agarwal i wsp., 2022; Panner
Selvam i wsp., 2021a). Z kolei wartoscia gra-
niczng sORP, powyzej ktérej w nasieniu jest
przewaga proceséw utleniania nad proce-
sami redukcji (stres oksydacyjny) zgodnie
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z sugestia producenta systemu MiOXSYS® jest
sORP = 1,37. Nalezy jednak zwréci¢ uwage,
ze w najnowszych wytycznych WHO (2021)
dotyczacych badania nasienia, dopuszcza sie,
aby kazde z laboratoriéw przeprowadzajace
analizy seminologiczne, dla testéw wykra-
czajacych poza podstawowa analize nasie-
nia, wyznaczylo wlasne wewnetrzne war-
tosci referencyjne dla tych testéw. Dlatego
tez, w celu okreslenia optymalnej wartosci
punktu odciecie dla SDF i sORP dyskrymi-
nujacej mezczyzn nieptodnych od ptodnych,
w niniejszej dysertacji dokonano analizy krzy-
wych ROC oraz pél powierzchni znajdujacych
sie pod tymi krzywymi. Uzyskane dane sta-
tystyczne wykazaly, ze w przypadku wyni-
kéw testu SCD warto$cia graniczng byto 13%
plemnikéw z pofragmentowanym jadrowym
DNA (AUC = 0,735, satysfakcjonujaca war-
to$¢ prognostyczna), natomiast w przypadku
oceny potencjalu oksydacyjno—redukcyjnego
byta to wartos¢ sORP = 1,256 (AUC = 0,823,
dobra wartos¢ prognostyczna). Nie mozna
pomingc¢ faktu, ze pola powierzchni pod krzy-
wymi ROC uzyskanymi z dwéch niezaleznych
testow pomimo réznej wartosci prognostycz-
nej (satysfakcjonujaca vs. dobra), nie réznity
si¢ istotnie statystycznie.

Uzyskany w niniejszym badaniu punkt
odcigcia SDF = 13%, powyzej ktérego rosto
ryzyko nieptodnosci, byl tozsamy z warto-
$cig graniczng SDF otrzymana w poprzed-
nio przeprowadzonych badaniach wspétau-
torskich (test SCD) wykonanych w Zaktadzie
Histologii i Biologii Rozwoju PUM (Gill i wsp.,
2022). W innych badaniach, réwniez wykona-
nych w tej samej Jednostce, w ktérych ana-
lizowano mezczyzn nieplodnych i zdrowych
ochotnikéw z normozoospermia (potencjal-
nie ptodnych) wartoscia graniczna odréz-
niajaca te grupy mezczyzn byla wartos¢
SDF = 18% (Gill i wsp., 2019a) lub 20% (Gill
i wsp., 2019b). W obu przypadkach warto$¢
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AUC wskazywala na satysfakcjonujaca war-
tos¢ predykcyjna testu SCD. Inni autorzy
otrzymali zblizone lub wyzsze warto$ci SDF
roznicujace mezczyzn nieptodnych od plod-
nych: 16,80% (Panner Selvam i Agarwal, 2018),
18,50% (Ribas-Naynou i wsp., 2012), 24,74%
(Javed i wsp., 2019), 25,50% (Majzoub i wsp.,
2018) 1 26,10% (Wiweko i Utami 2017). Nalezy
zwroci¢ uwage, ze wymienione warto$ci SDF
sa nizsze od wartosci SDF proponowanej
przez producenta testu Halosperm® G2, dla
ktérego wartoscia prawidtowa jest warto$¢
SDF <30%. Biorac pod uwage wyniki badan
autorskich i wspétautorskich oraz innych auto-
réw warto$¢ ta jest zdecydowanie zawyzona
i stwarza ryzyko nieprawidlowego zinterpre-
towania wyniku jako poprawnego. Zgodnie
z wynikami uzyskanymi w niniejszej dyser-
tacji mozna sugerowac, ze mezczyzni z SDF
w zakresie >13—-30% moga wymagac interwen-
cji terapeutycznych w celu podwyzszenia inte-
gralnosci genomu ich plemnikéw, aby zwiek-
szy¢ szanse na sukces rozrodczy (Gill i wsp.,
2022, 2021, 2019a, 2019b; Nguyen i wsp., 2023;
Panner Selvam i Agarwal 2018).

Jak wspomniano wcze$niej, w niniejszym
badaniu stwierdzono, ze sORP = 1,256 jest
dobra wartoscia prognostyczna dyskrymi-
nujaca mezczyzn nieplodnych od plodnych.
Wynika z tego, ze u mezczyzn, u ktérych
stwierdzono sORP >1,256 wystepuje zwiek-
szone ryzyko nieplodnosci. Zgodnie z suge-
stig producenta systemu MiOXSYS® warto$¢
sORP >1,37 jest czynnikiem ryzyka stresu
oksydacyjnego, ktéry moze by¢ przyczyna
nieplodnos$ci. Zatem na podstawie uzyska-
nych badan autorskich wynika, ze pacjenci
z sORP >1,256-1,37 juz moga wymagac inter-
wencji terapeutycznej zwiazanej z redukcja
stresu oksydacyjnego.

Inni autorzy uzyskali podobne wyniki
(Agarwal i wsp., 2017a; Arafa i wsp., 2018;
Gill i wsp., 2022). Agarwal i wsp., (2017a) oraz
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Arafa i wsp., (2018) ustalili, ze SORP = 1,42
lub sORP = 1,41 bylo wartoscia odrézniajaca
mezczyzn nieplodnych od ptodnych, co dalej
bylo zgodne z opublikowanymi wczes$niej
wynikami badan wspoétautorskich (Gill i wsp.,
2022), w ktérych wartoécia dyskryminujaca
wymienione grupy mezczyzn byta warto-
$ci sORP = 1,40. Nie mozna pomina¢ faktu,
ze wielu autoréw podejmowato réwniez prébe
oceny wartosci prognostycznej testu weryfi-
kujacego sORP w nasieniu w celu odrdznienia
mezczyzn z normozoospermia od mezczyzn
z nieprawidlowymi parametrami seminolo-
gicznymi (Agarwal i Wang 2017; Agarwal i wsp.,
2017c; 2019b; Arafa i wsp., 2018; Douglas i wsp.,
2021; Joao i wsp., 2022; Nguyen i wsp., 2023).
Wiekszosc autoréow uzyskata podobne warto-
$ci sSORP dyskryminujace badane grupy mez-
czyzn, np.: SORP = 1,34 (Agarwal i wsp., 2019a;
Douglas i wsp., 2021), sORP = 1,36 (Agarwal
i wsp., 2017c), sSORP = 1,38 (Arafa i wsp., 2018),
sORP = 1,57 (Agarwal i Wang, 2017). Z kolei
inni uzyskali zdecydowanie mniejsza wartos¢
sORP: 0,79 (Joao i wsp., 2022) i 0,7 (Nguyen

i wsp., 2023). Nie mozna pomingé wynikow
opublikowanych przez Henkel i wsp., (2022).
Autorzy na podstawie analizy krzywej ROC
wykazali, ze gdy w nasieniu stwierdza sie
sORP <0,709 mozna spodziewac sig, ze pro-
cent zaplodnionych komérek jajowych w pro-
cedurze ICSI bedzie wynosit >80% (dobry
wspolczynnik zaplodnienia komérki jajowe;j).
Natomiast gdy sORP osigga wartos¢ <0,530
odsetek powstalych blastocyst moze by¢ >60%,
gdy sORP jest <0,465 rosnie istotnie szansa
na uzyskanie klinicznej ciazy, z kolei przy sORP
<0,393 zwieksza sie szansa na urodzenie zdro-
wego dziecka. Ponadto badacze na podstawie
powyzszych wynikéw wykazali, ze usredniona
warto$¢ sORP <0,51 zwiazana byta ze zwiek-
szeniem sie szansy na korzystne wyniki proce-
dury ICSI (Henkel i wsp., 2022). Mozna zatem
stwierdzi¢, ze uzyskane dane przez autoréw
wskazuja na kluczowa role réwnowagi mie-
dzy procesami utleniania i redukcji w nasieniu
réowniez w przypadku zastosowania metody
ICSI, ktéra pomija wiele naturalnych barier
na drodze do uzyskania zaplodnienia i ciazy.
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7.  WNIOSKI

1. Istnieje zwiazek miedzy nieptodnoscia
meska, konwencjonalng charakterystyka nasie-
nia, integralno$cia genomu plemnikéw i stre-
sem oksydacyjnym w nasieniu.

2. Mezczyzni nieplodni w poréwnaniu
do mezczyzn plodnych maja zdecydowanie
wysokie ryzyko na wystapienie klinicznie zna-
czacego uszkodzenia jadrowego DNA plem-
nikéw i wystapienia stresu oksydacyjnego
w nasieniu, co w konsekwencji moze obni-
zac zdolnosc¢ ich plemnikéw do zaplodnienia,
zaréwno w warunkach naturalnej koncepcji,
jak i wspomaganej medycznie.

3. Zastosowane testy do oceny integralno-
$ci genomu plemnikéw i potencjalu oksyda-
cyjno—redukcyjnego w nasieniu maja istotna
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warto$¢ prognostyczna dla odréznienia mez-

czyzn nieptodnych od ptodnych.

4. Jednoczesna weryfikacja integralnosci
genomu plemnikéw i stresu oksydacyjnego
w nasieniu powinna stanowic istotne uzupetnie-
nie standardowej oceny nasienia, ze wzgledu na:
» mozliwo$¢ wyjasnienia ewentualnej przy-

czyny obnizonej zdolnos$ci plemnikéw

do zaptodnienia,

» prawidlowe postgpowanie terapeutyczne
zwiazane z wprowadzeniem terapii anty-
oksydacyjnej,

» spersonalizowane leczenie pacjenta, ktore
moze miec na celu przywrécenie naturalnej
plodnosci lub zwiekszenie szansy na suk-
ces reprodukcyjny w warunkach wspoma-
ganego rozrodu.
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