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Plemniki krolika (panel lewy), lisa (panel srodkowy) i szynszyli (panel prawy) barwione azotanem srebra (AgNO,). Mikrofotografie
autorstwa dr hab. inz., prof. uczelni Katarzyny Andraszek, Instytut Zootechniki i Rybactwa, Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny

w Siedlcach

Silver nitrate (AgNOj;) stained-spermatozoa of rabbit (left panel), fox (middle panel) and chinchilla (right panel). Micrographs by PhD,
prof. Katarzyna Andraszek, Institute of Zootechnics and Fisheries, Siedlce University of Natural Sciences and Humanities



POSTEPY ANDROLOGII ONLINE, 2020, 7 (2), 2

¥

POLSKIE TOWARZYSTWO
ANDROLOGICZNE

Czasopismo Polskiego Towarzystwa Andrologicznego

Postepy Andrologii Online

Advances in Andrology Online
http://www.postepyandrologii.pl

I KOMITET REDAKCYJNY

Redaktor naczelny:
dr hab. n. med. Matgorzata Piasecka, Szczecin

Zastepca redaktora naczelnego:
prof. dr hab. n. med. Jolanta Stowikowska-Hilczer, £.6dz

Redaktor pomocniczy:
dr n. med. Kamil Gill, Szczecin

Sekretarz redakcji:
dr hab. n. med. Agnieszka Kolasa-Wotosiuk, Szczecin

Skarbnik redakgji:
prof. dr hab. n. med. Artur Wdowiak, Lublin

Cztonkowie komitetu redakcyjnego:

dr n. med. Szymon Bakalczuk, Lublin

dr n. med. Leszek Bergier, Krakéw

prof. dr hab. n. biol. Barbara Bilixiska, Krakéw

prof. dr hab. n. med. Barbara Darewicz, Biatystok

Prof., MD, PhD Aleksander Giwercman, Malmdo, Sweden
PhD Yvonne Lundberg Giwercman, Malmo, Sweden

Postep
Andreol)c/)gii
Online

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Prof., PhD (UPE/NMMU) and PhD (US) Gerhard Van der Horst, Republika Potudniowej Afryki

(Bellville, Republic of South Africa)
prof. dr hab. n. med. Grzegorz Jakiel, Warszawa
prof. dr hab. n. med. Piotr Jedrzejczak, Poznan
prof. dr hab. n. med. Malgorzata Kotwicka, Poznan
dr hab. n. med., prof. UMK Roman Kotzbach, Bydgoszcz
prof. dr hab. n. med. Krzysztof Kula, £.6dz
prof. dr hab. n. med. Maria Laszczynska, Szczecin
dr hab. n. med., prof. UMK Grzegorz Ludwikowski, Bydgoszcz
prof. dr hab. n. med. Marek Medras, Wroctaw

MD, PhD, DMSc Ewa Rajpert-De Meyts, Kopenhaga, Dania (Copenhagen, Denmark)

dr n. med. Aleksandra Robacha, £.6dz

dr n. med. Maria Szarras-Czapnik, Warszawa
dr n. med. Renata Walczak-Jedrzejowska, £6dz
lek. Jan Karol Wolski, Warszawa

Adres redakdji:

Zaktad Histologii i Biologii Rozwoju

Wydziat Nauk o Zdrowiu

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
71-210 Szczecin ul. Zotnierska 48

tel. 91 48 00 917, 91 48 00 908

e-mail: mpiasecka@ipartner.com.pl

Projekt graficzny:
Waldemar Jachimczak
Matgorzata Piasecka
Kamil Gill

Korekta jezyka polskiego:
Wojciech Markowski
Matgorzata Piasecka
Kamil Gill

Korekta jezyka angielskiego:
Matgorzata Piasecka
Kamil Gill

Sktad i tamanie:
Waldemar Jachimczak




POSTEPY ANDROLOGII ONLINE, 2020, 7 (2), 3

¥

POLSKIE TOWARZYSTWO
ANDROLOGICZNE

Tom 7
Volumin 7
Strony 1-64
Pages 1-64
Grudzien 2020
December 2020

Czasopismo Polskiego Towarzystwa Andrologicznego

Postepy Andrologii Online

Advances in Andrology Online
http://www.postepyandrologii.pl

SPIS TRESC
CONTENTS

Post
Andreglggii

Online

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Reklamy

O czasopi$mie / About Journal 4
Artykuty pogladowe / Review

Kamil Gill, Tomasz Machatowski, Klaudia Piasecka, Patryk Harasny, Matgorzata Piasecka

Wptyw statusu chromatyny plemnikéw ludzkich na wyniki rozrodu

w warunkach in vitro / The influence of human sperm chromatin status

on in vitro fertilization outcome 6

Tomasz Machatowski, Kamil Gill, Matgorzata Piasecka

Udziat czynnika meskiego w poronieniach nawracajacych /

Male factor and recurrent pregnancy loss 26
Instrukcje dla autoréw / Instructions for authors 53
Recenzenci prac opublikowanych w 2020 r. / Reviewers in 2020 57

58
Informacja o ksiazce pod redakcja naukowa Jolanty Stowikowskiej-Hilczer
Andrologia. Zdrowie mezczyzny. Od fizjologii do patologii 59




POSTEPY ANDROLOGII ONLINE, 2020, 7 (2), 4-5

¥

POLSKIE TOWARZYSTWO
ANDROLOGICZNE

Czasopismo Polskiego Towarzystwa Andrologicznego

Postepy Andrologii Online

Advances in Andrology Online
http://www.postepyandrologii.pl

Postep
éndreol)c/)gii

Wersja elektroniczna czasopisma jest wersja pierwotna. Informacje zawarte w czasopismie s3 udostepniane na zasadzie Open

Access — dostep do informacji naukowej jest bezplatny i nieograniczony.

The electronic version of the journal is a original version. Access to scientific information published in the journal is free and

unlimited (Open Access).

O CZASOPISMIE
ABOUT THE JOURNAL

Zaburzenia meskiego uktadu ptciowego dotycza oséb
w réznym wieku i w wiekszosci przypadkéw prowadza
do nieptodnosci, ktéra nabrata juz rangi choroby cywili-
zacyjnej. Najczesciej identyfikowanymi nieprawidtowo-
$ciami sa hipogonadyzm, zaburzenia seksualne, wady
rozwojowe narzadéw plciowych, nowotwory jader i pro-
staty. Ze wzgledu na specyficzne i coraz bardziej zanie-
czyszczone srodowisko antropogeniczne dotycza one
gtéwnie spoteczenstw rozwinietych, w tym réwniez
Polski, i stanowia istotny oraz narastajacy problem
medyczny, spoteczny, demograficzny, a takze zdrowia
publicznego. Nauka, ktéra zajmuje sie fizjologia i zabu-
rzeniami meskiego uktadu ptciowego w aspekcie nauk
podstawowych i klinicznych, to andrologia. Poniewaz
jest to mtoda dziedzina nauki, jeszcze do niedawna nie-
zadowalajacy stan wiedzy ograniczat mozliwosci diagno-
styki oraz leczenia zaburzen meskiego uktadu piciowego.
Jednak w ostatnich latach obserwuje sie niezwykle dyna-
miczny rozwdj andrologii, szczegdlnie molekularnej, spo-
wodowany wprowadzeniem nowych metod badawczych
z zakresu biochemii, biologii i genetyki molekularne;j.
Andrologia staje sie dziedzing interdyscyplinarna integru-
jaca wiedze z réznych dyscyplin medycznych i naukowych.
Informacje zwigzane z tymi zagadnieniami z trudem
docieraja do lekarzy i 0séb zainteresowanych w naszym
kraju, poniewaz jest niewiele literatury w jezyku polskim,
a wyktady wygtaszane podczas konferencji nie zawsze
wyczerpujaco wyjasniaja watpliwosci dotyczace m.in.
postepowania diagnostycznego, terapeutycznego, reko-
mendacji czy tez proponowanych algorytméw. Stad tez
potrzeba stworzenia czasopisma prezentujacego wiedze
andrologiczng lekarzom réznych specjalnosci, diagno-
stom laboratoryjnym i przedstawicielom nauk podstawo-
wych. Czasopismo ,,Postepy Andrologii Online” powstato
z inicjatywy Polskiego Towarzystwa Andrologicznego,
ktore zainteresowane jest integracja srodowiska oséb
zajmujacych sie réznymi aspektami meskiego uktadu
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plciowego, uzupelnieniem i poszerzeniem ich wiedzy,
a takze poprawa opieki zdrowotnej nad mezczyznami
w naszym kraju.

Celem czasopisma jest: 1) dostarczenie istotnych
informacji na temat fizjologii i patologii meskiego uktadu
plciowego, 2) propagowanie praktycznej wiedzy andro-
logicznej kierowanej do szerokich kregéw odbiorcéw,
3) wymiana pogladéw i opinii na temat zagadnien kli-
nicznych oraz wynikéw badan do§wiadczalnych oraz
4) przekazywanie informacji dotyczacych konferencji
i kurséw o tematyce andrologiczne;j.

Proponowana tematyka czasopisma to: 1) andrologia
kliniczna z uwzglednieniem etiopatogenezy, diagno-
stykiileczenia m.in. zaburzen rozwojowych, nieptod-
nosci i proceséw starzenia mezczyzn, 2) nowatorskie
metody diagnostyczne, 3) andrologia dos§wiadczalna
rozwijajaca sie w oparciu o nauki podstawowe oraz
4) inne interdyscyplinarne tematy zwigzane z dzie-
dzina andrologii.

Czasopismo kierowane jest do lekarzy specjalnosci
bezposrednio lub posrednio zwigzanych z andrologia,
m.in. urologéw, endokrynologéw, ginekologéw, pedia-
tréw, ale takze do lekarzy rodzinnych spotykajacych sie
z coraz czestszym problemem nieptodnosci partnerskiej
iproblemami starzejacych sie mezczyzn. Ponadto nasza
intencja jest zdobycie zainteresowania diagnostéw labo-
ratoryjnych odgrywajacych istotna role w prawidtowym
postepowaniu terapeutycznym opartym na szerokim
panelu testéw i badan, ktérych wdrozenie wcigz wymaga
odpowiednich i wyczerpujacych szkolen z diagnostyki
andrologicznej, w tym seminologicznej. Mamy nadzieje,
ze nasze czasopismo wzbudzi réwniez zainteresowanie
biologéw zajmujacych sie czynnoscia meskiego uktadu
plciowego w ramach nauk podstawowych, a takze lekarzy
weterynarii oraz innych oséb, ktére znajdg informacje
poszerzajace ich wiedze i ksztattujace opinie z zakresu
szeroko pojetych nauk andrologicznych.
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Zachecamy Panstwa do publikowania prac orygi-
nalnych, kazuistycznych i krétkich komunikatéw, jak
réwniez prac pogladowych, opracowanych w konden-
sacyjnej, dydaktycznej i przystepnej formie. W pracach
tych autorzy powinni przedstawia¢ aktualny stan wiedzy
$wiatowej oraz swoje opinie. Chcemy, aby czasopismo
spelniato role informatora i przewodnika w dziedzinie
andrologii oraz stanowito forum dyskusyjne. Ponadto,
zapraszamy do publikowania artykutéw bedacych

ttumaczeniem publikacji ukazujacych sie wjezyku angiel-
skim, ktére przedstawiaja istotne postepy w andrologii.
http://www.postepyandrologii.pl

Matgorzata Piasecka

redaktor naczelny

Jolanta Stowikowska-Hilczer
wiceprzewodniczgca

Polskiego Towarzystwa Andrologicznego

Disorders of the male reproductive system relate to
people of different ages and in most cases lead to infer-
tility, which has already acquired a rank of a disease
associated with the progress of civilization. The most
frequently identified irregularities are hypogonadism,
sexual dysfunction, genital malformations, testicular or
prostate cancer. Due to the specific and increasingly pol-
luted anthropogenic environment they concern mainly
developed societies, including Poland, and are an impor-
tant and growing medical, social, demographic and public
health problem. A science that deals with the physiology
and with disorders of the male reproductive system in
terms of the basic and clinical science is andrology. As
this is a young field of science, until recently an unsatis-
factory state of knowledge limited the possibilities of the
diagnostics and treatment of the disorders of the male
reproductive system. However, in recent years there has
been a very dynamic development of andrology, espe-
cially in the molecular aspect, due to the introduction
of new methods of research in the field of biochemistry,
biology and molecular genetics. Andrology is becoming an
interdisciplinary field which integrates knowledge from
various medical and scientific disciplines. Information
related to these issues reach doctors and interested people
in our country with difficulty, because there is few publi-
cations in Polish. Lectures given during conferences also
do not always fully explain the doubts concerning diag-
nostic and therapeutic proceedings, recommendations
or proposed algorithms. Hence, the need for a journal
presenting the knowledge of andrology to the doctors of
various specialties, laboratory diagnosticians and repre-
sentatives of the basic science. The journal ,Progress in
Andrology Online” is an initiative of the Polish Society
of Andrology, which is interested in the integration of
people involved in different aspects of the male repro-
ductive system, supplement and broadening their knowl-
edge, as well as the improvement of health care for men
in our country.

The aim of the journal is: 1) to provide relevant
information about the physiology and pathology of the
male reproductive system, 2) the promotion of practical
andrological knowledge directed to broad audiences, 3) to
exchange views and opinions on issues of clinical and

experimental results, and 4) to provide information on
conferences and courses on the subject of andrology.

The proposed themes of the journal are: 1) clinical
andrology including etiopathogenesis, diagnostics and
treatment of developmental disorders, infertility and
men’s aging, 2) innovative diagnostic methods, 3) experi-
mental andrology developing on the basis of the basic
sciences and 4) other interdisciplinary topics related to
the field of andrology.

The journal is directed to physicians with specialty
directly or indirectly related to andrology, including
urologists, endocrinologists, gynecologists, pediatri-
cians, but also to family doctors facing the increasingly
common problem of couple infertility and problems of
aging men. Moreover, our intention is to get the interest
of laboratory diagnosticians playing an important role
in keeping the correct therapeutic proceedings, based
on a broad panel of tests and studies. Their implementa-
tion still requires proper and comprehensive training in
andrological diagnostics, including seminological one.

We hope that our magazine will also raise the interest
of biologists dealing with the functions of the male repro-
ductive system in the framework of basic sciences, as
well as veterinarians and others who will find informa-
tion expanding their knowledge and shaping opinion in
the range of broad sciences of andrology. We encourage
you to publish original papers, case reports and short
announcements, as well as review papers, worked out in
the concentrated, didactic and accessible form. In these
articles authors should present the current state of the
global knowledge as well as their own opinions. We want
the journal to act as an informer and a guide in the field
of andrology and become a forum for discussion. In addi-
tion, we invite you to publish articles that are transla-
tions of publications appearing in the English language,
which present significant progress in andrology.

Matgorzata Piasecka

Editor in chief

Jolanta Stowikowska-Hilczer
Vice-president

of Polish Society of Andrology
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WPLYW STATUSU CHROMATYNY
PLEMNIKOW LUDZKICH NA WYNIKI ROZRODU
W WARUNKACH IN VITRO

THE INFLUENCE OF HUMAN SPERM CHROMATIN STATUS
ON IN VITRO FERTILIZATION OUTCOME
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l Streszczenie

Ponizszy artykut jest kontynuacja poprzedniego (Post Androl Online, 2020, 7(1), 30-43) i zawiera zebrane dane dotyczace oceny wptywu
jakosci chromatyny plemnikéw ludzkich na rezultaty procedury zaptodnienia in vitro. Przeanalizowano wyniki badan, w ktérych wyko-
rzystano powszechnie stosowane testy molekularne weryfikujace status chromatyny meskich komoérek rozrodczych oraz przedysku-

towano zwigzek miedzy tym statusem a procesem zaptodnienia, rozwojem zarodka, uzyskaniem cigzy, jej przebiegiem oraz ryzykiem

Artykul jest udostepniany na podstawie Licencji Creative Commons BY NC ND 3.0 Polska:
TN https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.pl
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WPEYW STATUSU CHROMATYNY PLEMNIKOW LUDZKICH NA WYNIKI ROZRODU W WARUNKACH IN VITRO

poronienia i szansa na urodzenie zywego dziecka. Wiekszo$¢ autoréw uwaza, ze w wielu przypadkach wzrost stopnia uszkodzen chro-
matyny meskich gamet niekorzystnie wptywa na kazdy z ocenianych etap6w rozwoju zarodka i przebieg ciazy. Jednak wyniki badan
nie zawsze s3 jednoznaczne i oczywiste. Istnieja doniesienia, w ktérych nieprawidtowosci chromatyny plemnika niekoniecznie wpty-
waja na wszystkie badane etapy rozwoju zarodka i przebieg ciazy. Ponadto niektérzy autorzy nie potwierdzaja istnienia zwigzku miedzy
statusem chromatyny plemnikéw a sukcesem procedury zaptodnienia in vitro. Sugeruje sie, ze brak zgodnosci wynikéw uzyskanych
przez autor6w moze by¢ efektem wykorzystania przez nich réznych metod selekcji meskich gamet, odmiennych procedur zaptodnienia
in vitro i testéw oceny statusu chromatyny meskich komérek rozrodczych oraz odmiennych narzedzi statystycznych stuzacych ana-
lizie uzyskanych danych. Nalezy takze podkregli¢, ze badania prezentowane w pismiennictwie wykonywane byly na grupach, ktére
wykazywaty duza heterogennos¢ (odmienne liczebnosci grup, struktura wieku badanych i przyczyny nieptodnosci). Niemniej jednak
w wielu najnowszych doniesieniach autorzy wskazuja, ze uszkodzenie chromatyny plemnikéw jest istotnym determinantem sukcesu
rozrodczego w warunkach zaptodnienia in vitro i w zaleznosci od wartosci tego parametru proponuje sie rézne scenariusze terapeutyczne.

Stowa kluczowe: chromatyna plemnika, zaptodnienie in vitro, rozwéj zarodka, cigza, poronienia

B Abstract

The following article is a continuation of pervious one (Post Androl Online, 2020, 7(1), 30-43) and contains a compilation of scien-
tific reports concerning the impact of human sperm chromatin quality on in vitro fertilization outcomes. In this paper, the results
of commonly used molecular sperm chromatin were presented. Furthermore, the relationships between sperm chromatin maturity/
integrity and the fertilization, embryo development, the chance of getting pregnant, risk of miscarriage and chance of live birth were
widely discussed. Most authors reports that in many cases the increase in the level of sperm chromatin damage adversely affects
embryo development and the course of pregnancy. However, the results are not always in line and obvious. There are scientific papers
in which the abnormalities of the sperm chromatin do not necessarily affect all of the embryo development stages and the course
of pregnancy. Moreover, some authors do not confirm the existence of a associations between the sperm chromatin status and the
in vitro fertilization outcomes. It has been suggested that the inconsistency of the obtained data may result from: 1) different methods
used for male gametes selection, 2) different in vitro fertilization procedures, 3) diverse sperm chromatin tests and 4) different statis-
tical tools used to analyze the obtained data. Moreover, it should be highlighted that the findings presented in the scientific papers
were carried out on the high heterogeneity groups (different subjects, age structure of enrolled individuals and causes of infertility).
However, in many recent reports, the authors indicate that high sperm chromatin quality is an important determinant of reproductive
success in in vitro conditions. According to the level of sperm chromatin abnormalities proper therapeutic scenario should be chosen.

Key words: sperm chromatin, in vitro fertilization, embryo development, pregnancy, miscarriage

B skroty / Abbreviations

B-hCG - podjednostka p ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej (ang. human chorionic gonadotropin p-subunit); AB — bekit aniliny (ang. anilin
blue); ART — techniki wspomaganego rozrodu (ang. assisted reproductive technology); CMA3 — chromomycyna A3 (ang. chromomycin A3);
DFI - indeks fragmentacji DNA (ang. DNA fragmentation index); DGC — selekcja plemnikéw z wykorzystaniem wirowania na gradiencie
stezen (ang. density gradient centrifugation); HDS — intensywne wigzanie oranzu akrydyny (ang. high DNA stainability); FR — odsetek zaptod-
nionych oocytéw (ang. fertilization rate); ICM — wezet zarodkowy (ang. inner cell mass); ICSI — docytoplazmatyczna iniekcja plemnika (ang.
intracytoplasmic sperm injection); IMSI-MSOME - zaptodnienie ISCI z wykorzystaniem plemnikéw poddanych szczegétowej ocenie morfo-
logicznej z wykorzystaniem 6000-13000-krotnego powiekszenia (ang. intracytoplasmic morphologically selected sperm injection with motile
sperm organelle morphology examination); IUI — inseminacja domaciczna (ang. intrauterine insemination); MESA-ICSI - zaptodnienie in vitro
z wykorzystaniem plemnikéw pobranych aspiracyjnie z najadrza (ang. microscopic epididymal sperm aspiration); m-TESE-ICSI - zaptodnienie
in vitro z wykorzystaniem plemnikéw pobranych mikrochirurgicznie z jadra (ang. microsurgical testicular sperm extraction); OA — oranz
akrydyny (ang. acridine orange); OR — iloraz szans (ang. odds ratio); SCD — test dyspersji chromatyny plemnikéw (ang. sperm chromatin disper-
sion test); SCSA — ocean struktury chromatyny plemnikéw (ang. sperm chromatin structure assay); TB — biekit toluidyny (ang. toluidin blue);
TE - trofoektoderma (ang. trophoblast); TESA-ICSI — zaptodnienie in vitro z wykorzystaniem plemnikéw pobranych aspiracyjnie z jadra
(ang. testicular sperm aspiration); TUNEL — znakowanie koricéw nacie¢ nici DNA za posrednictwem terminalnej transferazy deoksynukleo-
tydowej (ang. terzaminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling)

Na przestrzeni ostatnich kilku dekad ma miejsce inten-
sywny rozwdj technik wspomaganego rozrodu (ART,
ang. assisted reproductive technology), gtéwnie klasycz-
nego zaptodnienia pozaustrojowego in vitro (IVF, ang.
invitro fertilization) i docytoplazmatycznej iniekcji
plemnika (ICSI, ang. intracytoplasmic sperm injection).

W przypadku tej drugiej techniki w zaleznosci od sposobu
wyselekcjonowania meskich gamet lub ich pozyskiwania
wyrdznia sie: 1) zaptodnienie z wykorzystaniem plem-
nikéw ruchliwych i morfologicznie prawidtowych (IMSI-
-MSOME, ang. intracytoplasmic morphologically selected
sperm injection with motile sperm organelle morphology
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examination), 2) aspirowanych z najadrza (MESA-ICSI,
ang. microscopic epididymal sperm aspiration), 3) aspiro-
wanych z jadra (TESA-ICSI, ang. testicular sperm aspi-
ration) i 4) uzyskanych poprzez biopsje jadra (m-TESE,
ang. microsurgical testicular sperm extraction). Poczatkowo
sadzono, ze w przypadku zastosowania tych technik,
ktére szczegdlnie omijaja naturalne bariery, na jakie
napotyka plemnik podczas fizjologicznego zaptodnienia,
wnikliwa, zwlaszcza molekularna weryfikacja meskich
komérek rozrodczych niekoniecznie musi mie¢ znaczenie
kliniczne. Jednakze obserwowane nieuzasadnione czyn-
nikiem zeriskim niepowodzenia w tych procedurach spra-
wity, ze ocena jakos$ci meskich gamet ponownie stata sie
obiektem badan doswiadczalnych i klinicznych maja-
cych na celu weryfikacje wpltywu czynnika meskiego
na prognozowanie sukcesu reprodukcyjnego w warun-
kach in vitro (Benagiano i wsp., 2017; Kirkman-Brown i De
Jonge, 2017; Piasecka i wsp., 2021; Rogenhofer i wsp., 2017).

Warto réwniez podkresli¢, ze zastosowanie nawet
metody IMSI-MSOME, podczas ktérej embriolog doko-
nuje zaptodnienia komorki jajowej jednym precyzyjnie

plemniki z nieprawidiowa
integralnoscig chromatyny

W >

zaptodnienie in vitro

v

naprawa jadrowego

4: DNA plemnikéw
3 przez ooocyt

prawidiowy
rozwaoj
zarodka

wyselekcjonowanym plemnikiem, nie daje gwarancji
wybrania gamety wolnej od wad substrukturalnych
i molekularnych. Co wiecej, ominiecie naturalnych
barier, na jakie plemnik natrafia w trakcie spotkania
sie z komorka jajowa, i uzyskanie zaptodnienia z wyko-
rzystaniem uszkodzonego plemnika moze stac sie
przyczyna nieprawidtowosci obserwowanych podczas
wczesnego rozwoju zarodka, przebiegu ciazy badz tez
choréb u potomstwa, co niewatpliwie moze wigzac sie
ze wzrostem ryzyka przeniesienia defektéw genetycznych
(rycina 1) (Drenth Olivares i wsp., 2019; Jauniaux i wsp.,
2020; Piasecka i Gill, 2021; Spector i wsp., 2019; Taylor
i wsp., 2014; Ventura-Juncd i wsp., 2015). Dlatego tez pro-
gnozowanie sukcesu rozrodczego i oszacowanie ryzyka
genetycznego wymaga prowadzenia badan weryfikuja-
cych jakos¢ meskich gamet na poziomie molekularnym
w przypadku wykorzystania technik zaptodnienia poza-
ustrojowego (Krausz i wsp., 2018; Piasecka i wsp., 2021;
Watanabe, 2018).

Status chromatyny plemnikéw (budowa, kondensacja,
integralnosc) to jeden z najistotniejszych biomarkeréw

> [ H>

1. doba po zaptodnieniu:
1 odsetka niezaptodnionych oocytow
| odsetka prawidtowo zaptodnionych ) .
oocytow wczesny wplyw czynnika meskiego
przed aktywacjg genomu ojcowskiego
(do etapu 4 blastomerowego zarodka)

2.-3. doba po zaptodnieniu:
| odsetka zygot przechodzgcych pierwszy
podziat mitotyczny
1 odsetka zarodkéw morfologicznie
nieprawidtowych

pozny wplyw czynnika meskiego
Lo po aktywacji genomu ojcowskiego (na
4.-6. doba'po zaplodnlenlu. . etapie 4-8 blastomerowego zarodka)
| odsetka zarodkow osiggajgcych stadium l

blastocysty
1 odsetka blastocyst morfologicznie
nieprawidtowych

¥

cigza:
| odsetka uzyskanych implantaciji i cigz
1 odsetka poronien
| odsetka zywych urodzen
1 odsetka wad u potomstwa
1 czestosci zaburzen epigenetycznych
u potomstwa
1 czestosci choréb nowotworowych
u potomstwa

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy mozliwe konsekwencje wynikajace z wykorzystania do procedury zaptodnienia in vitro plemnikéw z nieprawidtowa
integralnoscia chromatyny, ktérej naprawa przekracza mozliwoéci oocytu. Naprawa ta rozpoczyna sie juz na etapie przedjadrzy i moze trwa¢ do 5. doby
rozwoju zarodka, czyli osiagniecia przez zarodek stadium blastocysty. Preferencyjnie naprawiane sa pojedyncze pekniecia nici DNA. Wezesny wplyw
czynnika meskiego moze przejawiac sie jeszcze przed aktywacja genomu ojcowskiego, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do zaburzen procesu zaptodnienia
oraz wczesnych etapéw podziatéw blastomeréw (do etapu 4 blastomerowego zarodka). Z kolei p6zny wptyw czynnika meskiego wystepuje po aktywacji
genomu ojcowskiego (na etapie 4-8 blastomerowego zarodka) i moze skutkowa¢ nieprawidtowym rozwojem zarodka w 3. dobie po zaptodnieniu oraz
zaburzeniami rozwoju blastocysty. W konsekwencji mozna spodziewac sie spadku liczby uzyskanych ciaz, zwiekszenia liczby poronien i zmniejszenia
liczby zywych urodzen. Wskazuje sie, ze nieprawidtowosci chromatyny plemnikéw moga zakiécac epigenetyczne przeprogramowanie genomu ojcowskiego,
ktére ma miejsce podczas tworzenia przedjadrza meskiego, co w efekcie moze mie¢ znaczenie miedzypokoleniowe. Ponadto sugeruje sie, ze nienaprawione
uszkodzenia jadrowego DNA plemnikéw moga przyczyni¢ sie zaburzen organogenezy i wzrostu ryzyka choréb nowotworowych u potomstwa (Aitken, 2017;
Drenth Olivares i wsp., 2019; Halvaei i wsp., 2020; Jauniaux i wsp., 2020; Piasecka i Gill, 2021; Spector i wsp., 2019; Taylor i wsp., 2014; Ventura-Juncd i wsp., 2015)
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spem cells with abnormal
chromatin integrity

"% —>

in vitro fertilization

v

oocyte repair of
sperm nuclear DNA

successful

normal
embryo
development

unsuccessful —>

-

1% day after fertilization:
1 frequency of unfertilized oocytes

| frequency of normal fertilized oocytes early paternal effect

before activation of paternal genome
(until 4-cell stage embryo)

2"-3" day after fertilization:
| frequency of first mitotic clevage of
zygote
1 frequency of mrophologically abnormal
embryos

late paternal effect
after activation of paternal genome

th_ath ) PO
4"-6"day after fertilization: (in 4-8-cell stage embryo)

| frequency of embryos acheving

blastocyst stage
1 frequency of mrophologically abnormal
blastocysts

¥

pregnancy:
| frequency of implantation and pregnancy
1 frequency of miscarriages
| frequency of live births
1 frequency of defects in offspring
1 frequency of cancers in offspring

Fig. 1. Schema illustrating the possible consequences resulting from the using of the sperm cells with abnormal chromatin integrity in in vitro fertilization,
the repair of which exceeds the ability of the oocyte. The repair starts at the pronuclei stage and can last up to 5t day of the embryo development, when
the blastocyst stage is reached. The DNA single-strand breaks are preferentially repaired. Early paternal effect can manifest before the activation of the
paternal genome, which in turn may lead to disturbances in the fertilization process and early embryo cleavage (up to the 4-cell embryo stage). On the other
hand, late paternal effect occur after the activation of the paternal genome (at the 4-8-cell embryo stage) and may result in abnormal embryo development
on the 3" day after fertilization and abnormal blastocyst development. As a consequence, a decrease in the number of pregnancies obtained, an increase
in the number of miscarriages and a decrease in the number of live births can be expected. It is suggested that sperm chromatin abnormalities can disturb
epigenetic reprogramming of paternal genome during the male pronucleus formation which may have intergenerational effects. Furthermore, unrepaired
sperm chromatin damages may contribute to abnormal organogenesis and an increase in frequency of cancers in offspring (Aitken, 2017; Drenth Olivares
et al., 2019; Halvaei i wsp., 2020; Jauniaux et al., 2020; Piasecka and Gill, 2021; Spector et al., 2019; Taylor et al., 2014; Ventura-Juncd et al., 2015)

nieptodnosci meskiej, gdyz jak wskazuje wiele najnow-
szych doniesien, determinuje on proces zaptodnienia,
rozwdj zarodka i uzyskanie cigzy nie tylko w warun-
kach naturalnej koncepcji, ale réwniez wspomaganej
medycznie (Agarwal i wsp., 2020; Ambar i wsp., 2020;
Borges i wsp., 2019; Chen i wsp., 2020; Gill i Piasecka,
2020; Jerre i wsp., 2019; Parrella i wsp., 2019; Tang i wsp.,
2020; Zheng i wsp., 2018). Z drugiej strony, nie mozna
pominad faktu, ze dane dotyczace wptywu jakosci mate-
riatu genetycznego plemnikéw na parametry embriolo-
giczne i dalszy przebieg ciazy czesto sa niejednoznaczne
inieoczywiste, a nawet pozostaja ze sobg w sprzecznosci.
Wynika¢ to moze z: 1) metod selekcji meskich gamet,
2) zastosowania réznych procedur zaptodnienia poza-
ustrojowego, 3) wykorzystania odmiennych metod oceny
chromatyny meskich gamet, w ktérych przyjmuje sie
rézne (czesto empirycznie wyznaczane) wartosci gra-
niczne uznane za wynik prawidtowy tych testéw i 4) hete-
rogennosci par objetych badaniami (odmienne liczebnosci
grup, struktura wieku badanych i przyczyny nieptod-
noéci) (Green i wsp., 2020; Iranpour, 2014; Lopes i wsp.,
1998; Oleszczuk i wsp., 2016; Pregl Breznik i wsp., 2013;
Velez de la Calle i wsp., 2008; Wdowiak i wsp., 2015; Xue
i wsp., 2016). Dodatkowsa trudnosé¢ w ocenie wptywu

statusu chromatyny na wyniki procedury zaptodnienia
in vitro stanowi zdolno$¢ oocytu do naprawy plemni-
kowego DNA (rycina 1). Ponadto w przypadku technik
wykorzystujacych zaptodnienie in vitro zarodki transfero-
wane do macicy podlegaja selekcji przeprowadzanej przez
embriologa, co réwniez moze utrudni¢ ocene wptywu
jakosci chromatyny meskich gamet na przebieg ciazy
(Fishel i wsp., 2020; Gill i wsp., 2018; Piasecka i Gill, 2021;
Sigalos i wsp., 2016).

Do weryfikacji dojrzatosci chromatyny plemnikéw
stosuje sie m.in. test z btekitem aniliny (AB, ang. aniline
blue), chromomycyna A3 (CMA3, ang. chromomycin A3),
btekitem toluidyny (TB, ang. toluidine blue), ktére odpo-
wiednio identyfikuja nadmiar resztkowych histondéw,
stopien protaminacji i nieprawidtowosci kondensacji
chromatyny. Natomiast w ocenie integralnosci jadro-
wego DNA plemnikéw maja zastosowanie wystandary-
zowane testy diagnostyczne, takie jak test dyspersji chro-
matyny plemnikéw (SCD, ang. sperm chromatin dispersion)
umozliwiajacy okreslenie odsetka plemnikéw z pofrag-
mentowanym DNA (SDF, ang. sperm DNA fragmenta-
tion) oraz test SCSA (ang. sperm chromatin structure assay)
z wykorzystaniem oranzu akrydyny (OA, ang. acridine
orange) umozliwiajacy okredlenie indeksu fragmentacji
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Prawidtowe
zaptodnienie

przedjadrza

2PN

Nieprawidtowe zaptodnienie

O
OPN 1PN 3PN

Ryc. 2. Schemat ilustrujacy kryteria oceny procesu zaptodnienia in vitro, przeprowadzanej w 1. dobie po zaptodnieniu. OPN - brak widocznych przedjadrzy,
1PN —widoczne tylko jedno przedjadrze, 2PN — widoczne dwa przedjadrza, 3PN — widoczne trzy przedjadrza. Opracowane na podstawie Bgczkowski i wsp.
(2004) oraz ESHRE (2017)

Normal :
fertilization i
pronuceli O
2PN i OPN

Abnormal fertilization

1PN 3PN

Fig. 2. Schema illustrating the criteria of fertilization in in vitro conditions in 1% day after fertilization. OPN — no visible pronuclei, 1PN - only one visible
pronucleus, 2PN - two visible pronuclei, 3PN - three visible pronuclei. Based on Bgczkowski et al. (2004) and ESHRE (2017)

DNA plemnikéw (DFI, ang. DNA fragmentation index)
oraz odsetka plemnikéw z duza zawartosciag histonéw
jadrowych intensywnie wigzacych OA (HDS, ang. high
DNA stainability). Inne testy to test kometowy (ang. comet
assay) i TUNEL (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase-
-mediated dUTP nick end-labeling) (Gill i Piasecka, 2020;
Marchlewska i wsp., 2021).

Wptyw statusu chromatyny plemnikow
na proces zaptodnienia

Potwierdzeniem uzyskania prawidtowego zaptodnienia
jest obecnos¢ dwoéch ciatek kierunkowych oraz dwéch
przedjadrzy — zenskiego i meskiego, ktére powinny
by¢ zblizonej wielkosci, zlokalizowane blisko siebie
w centralnej czesci oocytu. Zgodnie z rekomendacjami
1T konsensusu wiedenskiego (ESHRE, 2017) weryfikacja
zarodka powinna odbywac¢ sie 17 h +1 h po zaptodnieniu.

10

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w przypadku metody ICSI
wytworzenie przedjadrzy moze mie¢ miejsce 1,5-2 h
wezesniej niz w przypadku klasycznego IVE. Natomiast
brak widocznych w 1. dobie przedjadrzy lub obecnos¢
tylko jednego przedjadrza badz trzech przedjadrzy uznaje
sie za cechy nieprawidtowego zaptodnienia (rycina 2)
(Bgczkowskiiwsp., 2004; ESHRE, 2017, Gill i wsp., 2018;
Nasiri i Eftekhari-Yazdi, 2015; Tang i wsp., 2020; Wdowiak
i wsp., 2015).

Wraz ze wzrostem odsetka plemnikéw
z obnizonym statusem chromatyny
ros$nie ryzyko niepowodzen

w uzyskaniu zaptodnienia

Istnienie zalezno$ci miedzy jakoscig materiatu genetycz-
nego meskich komoérek rozrodczych a procesem zaptod-
nienia potwierdzaja prace licznych autoréw. Wykazuja
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oni istotnie nizszy odsetek prawidtowo zaptodnionych

oocytéw w stosunku do wszystkich zaptadnianych

oocytéw (ER, ang. fertilization rate) w przypadku nie-

ptodnych par, w ktérych partnerami byli mezczyzni z:

* >10% plemnikéw TUNEL-pozytywnych vs. <10%
(metoda IVF i ICSI) (Benchaib i wsp., 2003),

* >17,60% plemnikéw TUNEL-pozytywnych vs.
<17,60% (metoda ICSI) (Avendario i wsp., 2010),

*  >20% plemnikéw AB-pozytywnych vs. <20% (metoda
IVF) (Hammadeh i wsp., 1998),

* >30% plemnikéw CMAS3-pozytywnych vs. <30%
(metoda ICSI) (Nasr-Esfahani i wsp., 2004),

* 240% plemnikéw CMA3-pozytywnych vs. <40%
(metoda IVF i ICSI) (Tavalaee i wsp., 2009).

Na podstawie analizy krzywej ROC (ang. receiver ope-
rating characteristic) oraz pola powierzchni pod krzywa
(AUC, ang. area under curve) wykazano, ze testy AB,
CMA3, SCD maja istotna wartos¢ predykcyjna' dla uzy-
skania zaptodnienia w warunkach in vitro. Nie wykazano
tej wartosci dla testu OA (Iranpour, 2014; Nasr-Esfahani
i wsp., 2001; Tang i wsp., 2020). Odpowiednio, byta to:
* $rednia wartos¢ predykeyjna testu AB (AUC = 0,614

przy optymalnej wartoéci granicznej” 20% plemnikéw

AB-pozytywnych, metoda IVF) (Nasr-Esfahani i wsp.,

2001),

* drednia warto$¢ predykcyjna testu CMA3
(AUC = 0,646 przy optymalnej wartosci granicznej
48% plemnikéw CMA3-pozytywnych, metoda ICSI)
(Iranpour, 2014),

e satysfakcjonujaca wartosc¢ testu SCD (AUC = 0,772
przy optymalnej wartosci granicznej 31,25% SDF,
metoda IVF) (Tang i wsp., 2020),

* bardzo dobra warto$c¢ predykcyjna testu CMA3
(AUC = 0,911 przy optymalnej warto$ci granicznej
30% plemnikéw CMA3-pozytywnych, metoda IVF)
(Nasr-Esfahani i wsp., 2001).

Wykazano takze ujemna liniowa zaleznos¢® (kore-
lacje) miedzy odsetkiem plemnikéw AB-pozytywnych
(r = -0,342) (metoda IVF) (Nasr-Esfahani i wsp., 2001),
CMAS3-pozytywnych (r=-0,291; -0,565; -0,564)
(metody ICSI i IVF) (Nasr-Esfahani i wsp., 2001, 2005;
Tavalaee i wsp., 2009), fragmentacja jadrowego DNA wery-
fikowana testem kometowym (r = -0,318) (metoda IVF)
(Simon i Lewis, 2011) oraz SDF (test SCD) (r = -0,245,
r=-0,291) (metody IVF i ICSI) (Muriel i wsp., 2006;
Tavalaee i wsp., 2009) a odsetkiem zaptodnionych

1 Wartos¢ predykcyjna danego testu okresla sie na podstawie wartosci
AUC. Interpretuje sie ja w nastepujacy sposéb: doskonata wartosé pre-
dykcyjna — AUC > 0,9-1,0, dobra wartos¢ predykcyjna — AUC > 0,8-0,9,
satysfakcjonujaca wartos¢ predykcyjna — AUC > 0,7-0,8, srednia wartosé
predykcyjna — AUC > 0,6-0,7, niewystarczajaca wartos¢ predykcyjna —
AUC 2 0,5-0,6.

2 Optymalna warto$¢ graniczna/wartos$¢ odciecia to warto$¢, powyzej
ktorej statystycznie istotnie zwieksza sie ryzyko zajscia badanego zjawi-
ska.

3 Wartosci wspoétczynnika korelacji interpretuje sie w nastepujacy spo-
sob: brak zaleznosci liniowej — r < 0,2, staba zaleznos¢ — r > 0,2-0,4,
umiarkowana zaleznos¢ — >0,4-0,7, silna zaleznoéé¢ — r > 0,7-0,9, bardzo
silna zaleznoéé -1 > 0,9.

oocytéw. Co wiecej, zaobserwowano, ze wraz ze wzro-
stem odsetka SDF wydtuzeniu ulega czas wytworzenia
przedjadrzy bedacych markerem zaptodnienia — ujaw-
niono dodatnig korelacje (r = 0,473; metoda ICSI) miedzy
SDF a czasem pojawienia sie przedjadrzy (Wdowiak i wsp.,
2015). Stwierdzono réwniez, ze iloraz szans (OR, ang.
odds ratio)* na uzyskanie niskiego odsetka zaptodnionych
oocytéw (<40%) byt 9,5-krotnie wyzszy, gdy w nasieniu
mezczyzn bedacych partnerami w nieptodnych parach
leczonych metoda IVF odsetek plemnikéw z pofragmen-
towanym jadrowym DNA (test kometowy) wynosit >40
w odniesieniu do mezczyzn z <40% plemnikéw z frag-
mentacja jadrowego DNA. Natomiast OR, zgodnie z ocze-
kiwaniami, dla uzyskania wysokiego odsetka zaptodnio-
nych oocytéw (>70%) byt 24,18-krotnie nizszy (Simon
i Lewis, 2011). W przypadku testu TUNEL réwniez
potwierdzono zwigzek miedzy odsetkiem zaptodnionych
oocytéw a odsetkiem plemnikéw z pofragmentowanym
jadrowym DNA, np. w przypadku odsetka plemnikéw
TUNEL-pozytywnych <25 dla 43 par uzyskano >80%
zaptodnionych oocytéw, z kolei w przypadku odsetka
plemnikéw TUNEL-pozytywnych >25 dla zadnej z par
nie uzyskano >80% zaptodnionych oocytéw (Lopes i wsp.,
1998).

Wptyw statusu chromatyny plemnikéw
na uzyskanie zaptodnienia w zaleznosci
od zastosowanej metody zaptodnienia

in vitro

Lopes i wsp. (1998) ujawnili istotne ujemne korelacje
(r = -0,230) miedzy odsetkiem zaptodnionych oocytéw
a odsetkiem plemnikéw TUNEL-pozytywnych w przy-
padku par leczonych metoda ICSI. Nie wykazali jednak
tych korelacji, gdy zastosowano procedure IVF. Takze
Xue i wsp. (2016) stwierdzili istotne ujemne korelacje
(r = -0,433) miedzy SDF a odsetkiem zaptodnionych
oocytéw tylko w grupie pacjentéw leczonych metoda ICSI,
nie wykazali ich w przypadku procedury IVE. Ponadto
badacze ci uzyskali §rednia warto$¢ prognostyczna
testu SCD dla zaptodnienia metoda ICSI (AUC = 0,680
przy optymalnej wartosci granicznej 22,30% SDEF).
Przeciwne wyniki otrzymali inni autorzy (Borini i wsp.,
2006; Pregl Breznik i wsp., 2013), ktérzy nie stwierdzili
liniowego zwigzku miedzy wynikami testu TUNEL
lub SCD a odsetkiem zaptodnionych oocytéw w przy-
padku zastosowania procedury ICSI, ujawnili jednak
ten zwiazek w przypadku wykorzystania procedury IVF
(odpowiednio: r = -0,219; r = -0,436). Kolejne badania
przeprowadzone przez Oleszczuk i wsp. (2016) wykazaty,
ze jesli mezczyzni z par leczonych metodg IVF mieli <10%
DFI, to uzyskano istotnie wiecej zaptodnionych oocytéw

4 OR - parametr okreslajacy stosunek szans na wystapienie badanego
zdarzenia w danej grupie w odniesieniu do szans na wystapienie tego sa-
mego zdarzenie w innej grupie, bedacej punktem odniesienia.
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w poréwnaniu z parami, w ktérych mezczyzni mieli
>30% DFI, >20-30% DFI lub >10-20% DFI. Natomiast
gdy w tych samych badaniach analizie poddano wyniki
uzyskane dla grupy leczonej metoda ICSI, nie stwier-
dzono réznic statystycznie istotnych. Podobnie Simon
i wsp. (2010) wykorzystujac procedure IVF, uzyskali
istotnie nizszy odsetek zaptodnionych oocytéw, kiedy
w nasieniu odsetek plemnikéw z obnizong integralnoscia
DNA (test kometowy) wynosit 61-100 w poréwnaniu
z grupa mezczyzn, w nasieniu ktérych stwierdzono
21-40% lub 0-20% plemnikéw z pofragmentowanym
DNA. Co wiecej, autorzy ci uzyskali srednia wartos¢ pre-
dykcyjna testu kometowego dla procesu zaptodnienia
metoda IVF (AUC = 0,629 lub 0,648 przy optymalnych
wartosciach granicznych odpowiednio 56% i 44% plem-
nikéw z pofragmentowanym DNA), natomiast nie wyka-
zali opisanych zalezno$ci w grupie pacjentéw leczonych
metoda ICSI.

Przytoczone powyzej dane sugeruja, ze w wiekszosci
badanych przypadkéw wyrazniejszy wptyw statusu chro-
matyny na proces zaptodnienia stwierdzany jest, gdy
wykorzystuje sie metode IVF. Sugestie te potwierdzaja
wyniki badan, w ktérych nie obserwuje sie zwigzku
miedzy uszkodzeniami chromatyny plemnikéw a pro-
cesem zaplodnienia, kiedy w analizach statystycznych
tacznie analizuje sie dane uzyskane z procedur IVF 1 ICSI
(Borini i wsp., 2006; Oleszczuk i wsp., 2016). Wydaje sie,
ze w tym aspekcie niebagatelne znaczenie ma omijanie
przez plemnik naturalnych barier, ktére pozwalaja
na wyselekcjonowanie gamet najbardziej atrakcyjnych
biologicznie réwniez pod wzgledem jako$ci chromatyny,
koreluje ona bowiem ze struktura i funkcja plemnika,
co potwierdzaja badania wielu autoréw (Evgeni i wsp.,
2015; Gilli wsp., 2019a, 2019b; Homa i wsp., 2019; Jakubik-
-Uljasz i wsp., 2020; Lu i wsp., 2018; Montjean i wsp., 2015;
Pigsecka i Gill, 2021). W przypadku procedury IVF plemnik
musi wykaza¢ zdolnosé¢ do hiperaktywacji i wigzania sie
z kwasem hialuronowym wierica promienistego zbudo-
wanego z komérek ziarnistych otaczajacych komorke
jajowa, co pozwala mu nie tylko przedosta¢ sie przez
bariere utworzona przez te komorki, ale takze wyeks-
ponowac receptory dla komérki jajowej i w konsekwencji
odby¢ reakcje akrosomalna, i dalej przedostac sie przez
ostone przejrzysty. Nastepna bariera, na jaka natrafia
meska gameta, to oolemma — btona komérkowa oocytu.
Tylko plemniki, ktére majg odpowiednie receptory, pod-
legaja fuzji z oolemma i sa ,wciagane” do cytoplazmy
komérki jajowej (Piasecka i Gill, 2021). W przypadku
zastosowania metody ICSI opisane powyzej naturalne
bariery sa pomijane.

I Nieoczywisty wptyw statusu chromatyny
plemnikéw na uzyskanie zaptodnienia

Z przegladu pismiennictwa jednak wynika, ze badania,
ktorych celem byto m.in. znalezienie zwiazku miedzy

12

statusem chromatyny plemnikéw a procesem zaptod-
nienia w warunkach in vitro, nie zawsze dostarczaja
oczywistych ijednoznacznych danych. Benchaib i wsp.
(2003) wykazali negatywny wptyw fragmentacji plem-
nikowego DNA (210% plemnikéw TUNEL-pozytywny
vs. <10%) na proces zaptodnienia, natomiast nie uzy-
skali statystycznie istotnych korelacji miedzy odset-
kiem plemnikéw z pofragmentowanym DNA a odset-
kiem zaptodnionych oocytéw. W innych badaniach,
pomimo ze ujawniono istotnie nizszy odsetek zaptod-
nionych oocytéw dla par, w ktérych mezczyzni mieli
>10% plemnikéw AB-pozytywnych (vs. <10%, metoda
ICSI), nie wykazano tych réznic, gdy w nasieniu odsetek
plemnikéw AB-pozytywnych byt wyzszy (>20% vs.
<20% lub >30% vs. <30%). Podobnie brak réznic sta-
tystycznie istotnych stwierdzono dla testu CMA3, OA
i TB i nie ujawniono istotnych korelacji miedzy wyni-
kami zastosowanych testéw a odsetkiem zaptodnionych
oocytéw (Sadeghi i wsp., 2009). Velez de la Calle i wsp.
(2008) wyrdzniajac grupe mezczyzn z rézna wartoscia
SDF (10%, 15%, 18%, 20% i 25%) (test SCD), wykazali,
ze jedynie warto$¢ 18% SDF miata kliniczne znaczenie
dla uzyskania zaptodnienia metoda IVF i ICSI (wsp6t-
czynnik regresji krokowej = -5,52). Co wiecej, [ranpour
(2014) z jednej strony wykazal istotne ujemne zaleznosci
miedzy odsetkiem plemnikéw CMA3-pozytywnych
a odsetkiem zaptodnionych oocytéw (metoda ICSI)
(wspétczynnik regresji logarytmicznej = -0,052),
z drugiej za$ nie stwierdzil tych zaleznosci w przy-
padku testéw AB i OA (Iranpour, 2014). Z kolei Tang
i wsp. (2020) ujawnili zwigzek miedzy SDF a odset-
kiem zaptodnionych oocytéw (metoda IVE), ale tylko
w przypadku mezczyzn z astenozoopsermia. Autorzy
ciuzyskali nizszy odsetek zaptodnionych oocytéw dla
par, w ktérych mezczyzni mieli astenozoospermie i SDF
>31,25% w poréwnaniu z mezczyznami z astenozo-
ospermia i z £<31,25% SDF, natomiast nie wykazano
tych réznic, gdy mezczyzni mieli normozoospermie
i>31,25% SDF lub <31,25% SDF. Wyniki tych badan
wyraznie pokazuja, ze zwigzek miedzy SDF a procesem
zaplodnienia moze by¢ zalezny od heterogennosci grup
badanych mezczyzn.

Roéwniez badania autorskie (Gill i wsp., 2018) prezen-
tuja niejednoznaczne dane. Wykazano w nich, ze mez-
czyzni z par leczonych metodg ICSI, dla ktérych uzy-
skano >50% zaptodnionych oocytéw, mieli istotnie nizszy
odsetek plemnikéw TB-pozytywnych w poréwnaniu
z parami, dla ktérych uzyskano <50% zaptodnionych
oocytéw. Co wiecej, ujawniono, ze test TB mial satysfak-
cjonujaca warto$¢ prognostyczng dla uzyskania >50%
zaptodnionych oocytéw (AUC = 0,705, przy optymalnej
wartoéci granicznej 17% plemnikéw TB-pozytywnych).
Z drugiej strony nie zaobserwowano istotnych korelacji
miedzy odsetkiem plemnikéw TB-pozytywnych oraz
odsetkiem zaptodnionych oocytéw, a w przypadku testu
AB i CMA3 nie potwierdzono zadnych statystycznych
zaleznosci.
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Brak wptywu statusu chromatyny
plemnikéw na uzyskanie zaptodnienia

Opublikowano réwniez szereg doniesient naukowych,
ktére niezaleznie od metody oceny chromatyny plem-
nikéw i zastosowanej procedury zaptodnienia pozaustro-
jowego nie wykazuja zaleznodci miedzy jakoscia jadrowego
DNA plemnikéw a procesem zaptodnienia. W badaniach
tych wykazuje sie brak réznic w odsetku zaptodnionych
oocytéw miedzy parami, w ktérych mezczyzni mieli:
® >15% DFIvs. <15% (ICSI) (Green i wsp., 2020),
>15% HDS vs. 5-15% lub vs. <5% (IVF i ICSI) (Lin
iwsp., 2008),

* >15% HDS vs. <15% (IVF) (Niu i wsp., 2011),

* >20% plemnikéw TUNEL-pozytywnych vs. <20%

(ICST) (Daris i wsp., 2009),

e >20% SDF vs. <20% (IVF i ICSI) (Sun i wsp., 2018),
* >21% SDEF vs. 11-20% lub vs. <10% (IVE) (Zheng

i wsp., 2018),

* >23,3% plemnikéw TUNEL-pozytywnych vs. <24,3%

(IVE11ICSI) (Henkel i wsp., 2003),

* >27% DFIvs. 9-27% lub vs. <9% (IVF i ICSI) (Lin

i wsp., 2008),

* >27% DFlvs. <27% (IVF) (Niu i wsp., 2011),
* >29% plemnikéw AB-pozytywnych vs. <29% (ICSI)

(Hammacdeh i wsp., 1996),

* >30% DFIvs. >15-<30% lub vs. <15% (IVF i ICSI)

(Chen i wsp., 2020; Yang i wsp., 2019),

*  >30% SDF vs. <30% (IVF 11CSI) (Borges i wsp., 2019; Sun

iwsp., 2018; Sivanarayana i wsp., 2013; Wangiwsp., 2014),
* >30% plemnikéw ze denaturowanym DNA vs.

>15-30% lub vs. 0-15% (ICSI) (Zini i wsp., 2005),

* >35% SDF vs. <35% (IVF, ICSI) (Anifandis i wsp., 2015),
* >36,5% plemnikéw TUNEL-pozytywnych vs. <36,5%

(IVE 1 ICSI) (Henkel i wsp., 2003).

Ponadto nie wykazano réznic w odsetku zaptodnio-
nych oocytéw (metoda ICSI) w przypadku wykorzy-
stania wyselekcjonowanego nasienia (komora ZyMot™®)
zawierajacego $rednio 1,2 +0,4% plemnikéw TUNEL-
pozytywnych oraz wyselekcjonowanego nasienia (wiro-
wania na gradiencie stezen — DGC, ang. density gradient
centrifugation) zawierajacego $rednio 18,5 +11,00% plem-
nikéw TUNEL-pozytywnych (Parrella i wsp., 2019). Nie
stwierdzono réwniez istotnych korelacji miedzy odset-
kiem zaptodnionych oocytéw a wynikami testu:

e AB(IVFiICSI) (Hammadehiwsp., 1998; Razaviiwsp.,

2003; Sadeghi i wsp., 2011),

e CMA3 (ICSI) (Sadeghi i wsp., 2011),
e SCD (IVF1iICSI) (Antonouli i wsp., 2019; Tandara i wsp.,

2014),

e SCSA (IVF i1CSI) (Larson-Cook i wsp., 2003),
* TB(ICSD) (Sadeghi i wsp., 2011).

5 ZyMot™ — urzadzenie/komora wykorzystywana do selekcji meskich
gamet wykorzystywanych w procedurach ART. Posiada ona specjalna
membrane z porami o wielkosci 8 um, ktéra w zalozeniu producenta moga
pokonac jedynie plemniki wykazujace prawidtowy ruch postepowy i pra-
widtowa budowe morfologiczna.

Wptyw statusu chromatyny plemnikow
na rozwdj zarodkéw w 2.-3. dobie
po zaptodnieniu

W 2.-3. dobie po zaptodnieniu metoda in vitro ocenie
podlega blastomerowa budowa zarodka. W 2. dobie
miedzy 26 h a 44h +1h po zaptodnieniu powinien
nastapi¢ podziat mitotyczny zygoty (ang. first cleavage),
w efekcie czego powstaje 2 blastomerowy zarodek.
Kolejnej oceny dokonuje sie w 44 h +1 h po zaptodnieniu -
prawidtowy zarodek wykazuje 4 blastomerowa budowe.
Z kolei po 68 h +1 h prawidtowy embrion ma 8 blasto-
merowa budowe. Poza liczbg blastomeréw jednocze-
$nie ocenie podlega ich symetria i jakos¢ cytoplazmy.
W efekcie stosuje sie 3-znakowy system ewaluacji, gdzie
pierwszy symbol - cyfra odpowiada liczbie blastomeréw,
drugi symbol - litera odpowiada wzajemnej symetrycz-
nosci blastomeréw (A — blastomery symetryczne; B — bla-
stomery nieréwnych ksztattéw, C — cytoplazmatyczne
defekty blastomeréw), trzeci symbol - cyfra odpowiada
stopniowi fragmentacji cytoplazmy (1 — brak fragmentacji
cytoplazmy; 2 — fragmentacja <30%; 3 — fragmentacja
30-50%; 4 — fragmentacja cytoplazmy >50%) (rycina 3)
(Baczkowski i wsp., 2004; ESHRE, 2017; Gill i wsp., 2018;
Nasiri i Eftekhari-Yazdi, 2015; Tang i wsp., 2020; Wdowiak
iwsp., 2015).

Wraz ze wzrostem odsetka plemnikéw
z obnizonym statusem chromatyny
ros$nie ryzyko nieprawidtowego rozwoju
zarodka w 2.-3. dobie po zaptodnieniu

Wyniki badan Velez de la Calle i wsp. (2008) wskazuja,
ze wraz ze wzrostem stopnia uszkodzen chromatyny
plemnikéw maleje odsetek zarodkéw o prawidtowej
budowie blastomerowej. Wykazano, ze mezczyzni z par,
dla ktérych uzyskano zarodki o optymalnej budowie
morfologicznej, w 2. dobie po zaptodnieniu (metody
IVF 1 ICSI) mieli istotnie nizszy odsetek SDF (22,32%
SDF) niz mezczyzni z par, dla ktérych uzyskano zarodki
nizszej jakosci (22,41% SDF). Inne badania, przepro-
wadzone przez Simon i wsp. (2010), potwierdzaja takze
wptyw jakosci DNA plemnikéw na wczesng embrioge-
neze w grupach leczonych metoda IVF i ICSI. Autorzy
ujawnili wiekszy odsetek zarodkéw morfologicznie pra-
widtowych w 3. dobie, u par, w ktérych mezczyzni mieli
0-20% plemnikéw z pofragmentowanym jadrowym DNA
(test kometowy) w poréwnaniu z parami, w ktérych mez-
czyzni mieli 61-100% lub 41-60% plemnikéw z niepra-
widtowg integralnoscia genomu plemnikéw. W kolej-
nych badaniach ujawniono istotnie mniej zarodkéw
morfologicznie prawidtowych ocenianych w 2.1 3. dobie
po zaptodnieniu (metoda IVF 1 ICSI), gdy wykorzystano
nasienie zawierajace 71-100% plemnikéw z pofragmento-
wanym jadrowym DNA (test kometowy) vs. <30% plem-
nikéw z pofragmentowanym jadrowym DNA (Simon
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A - blastomery réwnych B - blastomery nieréwnych C — defekty blastomeréow
ksztaltow ksztattow

1 - brak fragmentacji 2 - fragmentacja 3 - fragmentacja 4 - fragmentacja
cytoplazmy cytoplazmy <30% cytoplazmy 30-50% cytoplazmy >50%

Ryc. 3. Schemat ilustrujacy kryteria oceny budowy morfologicznej zarodkéw, przeprowadzanej w hodowli in vitro, w. 2.-3. dobie po zaptodnieniu. Gérny

panel odpowiednio: A - symetryczne blastomery; B — niesymetryczne blastomery; C — defekty cytoplazmy blastomeréw. Dolny panel odpowiednio: 1 - brak

fragmentacji cytoplazmy; 2 — fragmentacja cytoplazmy <30%; 3 - fragmentacja cytoplazmy 30-50%; 4 — fragmentacja cytoplazmy >50%. Opracowane
na podstawie Bgczkowski i wsp. (2004) oraz ESHRE (2017)

A - equal size blastomers B — unequal size blastomers C - defects of blastomers

1 - no cytoplasmic 2 — <30% cytoplasmic 3 - 30-50% cytoplasmic 4 — >50% cytoplasmic
fragmentation fragmentation fragmentation fragmentation

Fig. 3. Schema illustrating the criteria of embryo assessment in in vitro conditions on the 224-3® day after fertilization. Top panel: A — symmetrical

blastomeres; B — asymmetrical blastomeres; C — cytoplasm defects of blastomers, respectively. Bottom panel: 1 — no cytoplasmic fragmentation; 2 - <30%

of cytoplasmic fragmentation; 3 — 30-50% of cytoplasmic fragmentation; 4 — >50% of cytoplasmic fragmentation. Based on Bgczkowski et al. (2004)
and ESHRE (2017)
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i wsp., 2014). Podobnie w innych publikacjach autorzy
donosza o uzyskaniu mniejszej liczby zarodkéw mor-
fologicznie prawidtowych w 3. dobie dla par, w ktérych
mezczyzni mieli:
* >21% SDF vs. 11-20% lub vs. <10% (IVE) (Zheng
iwsp., 2018),
* >30% SDF vs. <30% (ICSI) (Borges i wsp., 2019),
*  >30% SDF vs. <30% (ICSI) (Sivanarayana i wsp., 2013).
Co wiecej, wykazano, ze efekt duzego halo® w tescie
SCD miat dobra warto$¢ prognostyczna (AUC = 0,830,
przy optymalnej wartosci granicznej 28% plemnikéw
z duzym halo) dla prawidtowego rozwoju zarodkéw
ocenianych w 3. dobie po zaptodnieniu metoda IVF,
podczas gdy pelna ocena fragmentacji DNA plemnikéw
w tym tescie (patrz przypis 6) miata satysfakcjonujaca
warto$¢ prognostyczna (AUC = 0,710, przy optymalnej
wartosci granicznej 26% SDF) (Tandara i wsp., 2014).
Uzupetnieniem powyzszych danych sg wyniki badan,
w ktérych stwierdzono istotne ujemne korelacje miedzy
prawidlowym rozwojem zarodka w 2. i 3. dobie a frag-
mentacja jadrowego DNA oceniang w tescie kometowym
(odpowiednio, r = -0,486 i r = -0,648; metoda ICSI)
(Nasr-Esfahani i wsp., 2005) oraz miedzy prawidiowym
rozwojem zarodka ocenianym w 3. dobie a wartoscia
odsetka plemnikéw TUNEL-pozytywnych (r = -0,640,
metoda ICSI) (Avendario i wsp., 2010). Wartos¢ przyto-
czonych wspoélczynnikéw korelacji nie wskazuje na stabg
site asocjacji, lecz na umiarkowana.

Nieoczywisty wptyw statusu chromatyny
plemnikéw na rozwéj zarodka
w 2.-3. dobie po zaptodnieniu

Nie mozna pomina¢ faktu, ze zwigzek miedzy statusem
chromatyny a rozwojem zarodka moze by¢ zalezny m.in.
nie tylko od liczby plemnikéw z uszkodzong chroma-
tyna, ale takze od doby rozwoju zarodka, zastosowanego
testu weryfikujacego dojrzatoséiintegralnosé chroma-
tyny oraz wykorzystanej metody zaptadniania in vitro.
Wykazano bowiem istotne réznice w odsetku zarodkéw
morfologicznie prawidtowych w 2. dobie, po zaptod-
nieniu metoda ICSI, uzyskanych dla par, w ktérych
mezczyzni mieli >30% lub >15-30% plemnikéw ze zde-
naturowanym DNA vs. 0-15% (test z OA), nie wyka-
zujac tych réznic w odsetku zarodkéw morfologicznie
prawidtowych w 3. dobie (Zini i wsp., 2005). Z kolei
inne badania przeprowadzone przez Niu i wsp. (2011)
na grupie pacjentéw leczonych metoda IVF nie ujawnity
istotnych réznic w odsetku zarodkéw morfologicznie

6 Efekt halo w tescie SCD tworzony jest przez petle DNA wyrzucane poza
gtowke plemnika, jesli genomowe DNA jest integralne. Efekt ten uzna-
wany jest za duzy (duze halo), gdy jego $rednica jest > od $rednicy gtowki
plemnika, a za $redni, gdy $rednica jest >% $rednicy gléwki. Natomiast
jesli halo jest <% $rednicy gtowki plemnika lub nie wystepuje mimo wybar-
wienie gtowki badz tez stwierdza sie tylko czesciowo wybarwiona gtéwke
albo niewybarwiong, uznaje sie, ze genomowe DNA uleglo fragmentacji.

prawidtowych w 2. dobie w zaleznoéci od odsetka plem-
nikéw z nieprawidtowym statusem chromatyny (>27%
DFlvs. <27% lub >15% HDS vs. <15%). Z drugiej strony
autorzy ci ujawnili istotnie wyzszy odsetek zarodkéw
morfologicznie prawidtowych w 3. dobie (¢27% DFI vs.
>27% DFI). Wyniki te potwierdzajg réwniez badania
Tang i wsp. (2020), w ktérych stwierdzono istotnie nizszy
odsetek prawidtowych zarodkéw w 3. dobie po zaptod-
nieniu metoda IVF uzyskany dla par, w ktérych mez-
czyzni mieli astenozoospermie i >31,25% SDF w poréw-
naniu z mezczyznami z astenozoospermia i <31,25%
SDF, natomiast w badaniach tych nie wykazano réznic,
gdy badani mieli normozoospermie i >31,25% SDF
w poréwnaniu z mezczyznami z Nnormozoospermia
1<31,25% SDEF.

Z kolei dane uzyskane przez Sadeghi i wsp. (2009)
pokazuja niebagatelne znaczenie zastosowanego testu
weryfikujacego status chromatyny plemnikéw w przy-
padku oceny wptywu jej uszkodzen na rozwéj zarodkéw.
Autorzy wykazali istotnie nizszy odsetek prawidtowych
zarodkéw w 3. dobie uzyskanych dla par, w ktérych mez-
czyzni mieli 230% plemnikéw CMA3-pozytywnych vs.
<30% (metoda ICSI), jednak nie ujawnili tych réznic,
kiedy zastosowano test AB, TB oraz OA. Zgodnie z suge-
stia Sadeghi i wsp. (2009) mozna uzna¢, ze w przypadku
badanej grupy mezczyzn poziom protaminacji chroma-
tyny plemnikéw (komérki CMA3-pozytywne z deficytem
protamin) decydujacy o jej upakowaniu mégt mie¢ istotny
wplyw na rozwdj zarodka w 3. dobie.

Inne badania, ktére obejmowaty poréwnanie par,
w ktérych mezczyzni mieli >30% DFI, >20-<30% DFI,
>10-<20% DFI lub <10% DFI, nie wykazaty réznic
w odsetku zarodkéw morfologicznie prawidtowych oce-
nianych zaréwno w 2., jak i 3. dobie, gdy grupa badana nie
byta wyselekcjonowana w zaleznosci od zastosowanej pro-
cedury zaptodnienia (IVF 1 ICSI). Natomiast gdy wyniki
analizowano osobno dla grupy leczonej metodg IVF
i grupy leczonej metoda ICSI, ocena statystyczna ujawnita
wplyw uszkodzenn DNA plemnikéw na rozwdéj zarodkéw:
1) dla wyizolowanej grupy pacjentéw leczonych metoda
IVF wykazano nizszy iloraz szans na uzyskanie zarodkéw
dobrej jakosci w 2. dobie, gdy wartosé DFI byta >30% lub
>20-<30% vs. <10%, 2) dla wyizolowanej grupy pacjentéw
leczonych metoda ICSI stwierdzono istotnie nizszy iloraz
szans na osiggniecie zarodkéw o prawidtowej budowie
w 2. dobie tylko w przypadku, gdy wartosé¢ DFI byta
>20-£30% vs. <10% (Oleszczuk i wsp., 2016).

Uzyskiwane przez badaczy korelacje miedzy stop-
niem uszkodzenia plemnikowego DNA a rozwojem
embrionalnym nie zawsze s oczywiste. Stwierdzono
istotne dodatnie korelacje miedzy SDF a czasem osia-
gniecia przez zarodek stadium 2 blastomeréw (r = 0,650),
3 blastomeréw (r = 0,644) oraz 4 blastomeréw (r = 0,677)
po zaptodnieniu metoda ICSI, nie wykazano jednak
tych zaleznosci w przypadku osiagniecia przez zarodek
stadium 5, 6, 7, 8 1 9 blastomeréw (Wdowiak i wsp.,
2015). W kolejnych badaniach takze ujawniono istotne
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ujemne korelacje (r = -0,242) miedzy SDF a rozwojem
zarodka ocenianego w 3. dobie po zaptodnieniu, ale
metoda IVE. Nie stwierdzono tych korelacji w przypadku
zaptodnienia metoda ICSI (Pregl Breznik i wsp., 2013).

Brak wptywu statusu chromatyny
plemnikéw na rozwéj zarodka
w 2.-3. dobie po zaptodnieniu

Czes$¢ autoréw nie stwierdza statystycznie istotnego
wplywu uszkodzen chromatyny plemnikéw na rozwdj
zarodkéw ocenianych w 2. i/lub 3. dobie. W badaniach
tych nie wykazuje sie réznic w odsetku zarodkéw mor-
fologicznie prawidtowych, poréwnujac zarodki uzyskane
dla par, w ktérych mezczyzni mieli:

e >15% HDS vs. 5-15% lub vs. <5% (IVF i ICSI) (Lin

i wsp., 2008),

* >20% SDF vs. <20% (IVF i ICSI) (Sun i wsp., 2018),
e >22,30% SDF vs. <22,30% (IVF i ICSI) (Xue i wsp.,

2016),

* >27% DFIvs. 9-27% lub vs. <9% (IVF i ICSI) (Lin

i wsp., 2008),

*  >29% plemnikéw AB-pozytywnych vs. <29% (IVF)

(Hammadeh i wsp., 1996),

* >30% DFI vs >15-<30% lub vs. <15% (IVF i ICSI)

(Yang i wsp., 2019),

* >30% SDF vs. <30% (IVF 1 ICST) (Sun i wsp., 2018),
* >30% plemnikéw CMA3-pozytywnych vs. <30%

(ICSI) (Nasr-Esfahani i wsp., 2004),

* >35% SDF vs. <35% (IVF i ICSI) (Anifandis i wsp.,

2015).

Niektérzy autorzy nie ujawnili réwniez korelacji
miedzy parametrami morfokinetycznymi zarodkéw
ocenianych w 2.-3. dobie po zaptodnieniu a wynikami
testu AB (metody IVF i ICSI) (Hammadeh i wsp., 1998;
Sadeghi iwsp., 2011), TUNEL (metody IVF i ICSI) (Henkel
i wsp., 2003), SCSA (metody IVF i ICSI) (Larson-Cook
iwsp., 2003) oraz SCD (metody IVF 1 ICSI) (Muriel i wsp.,
2006) Podobnie w badaniach autorskich (Gill i wsp., 2018)
nie stwierdzono réznic w odsetkach plemnikéw AB-,
TB-i1CMA3-pozytywnych miedzy mezczyznami z par,
dla ktérych osiggnieto >50% lub <50% zarodkéw mor-
fologicznie prawidtowych w 3. dobie po zaptodnieniu
metodg ICSI. Co wiecej, w badaniach tych nie stwier-
dzono, aby testy te miaty warto$¢ predykcyjna dla uzy-
skania prawidtowych morfologicznie zarodkéw w 3. dobie
po zaptodnieniu.

Wptyw statusu chromatyny plemnikéw
na rozwoj zarodkéw w 4.-6. dobie
po zaptodnieniu

92 h +2 h po zaptodnieniu embrion powinien znajdowac

sie w stadium moruli zbudowanej z >10 $cisle przylega-
jacych do siebie blastomeréw (kompakcja blastomerdéw)
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(Kovacic i wsp., 2004). Nastepnie w 5. dobie (116 h +2 h
po zaptodnieniu) prawidtowo rozwijajacy sie zarodek
osiaga stadium blastuli i tworzy sie jej jama (blastocel),
ktéra stopniowo zaczyna wypelnia¢ zarodek. Wraz
ze wzrostem objeto$ci blastocelu pojawia sie polaryzacja
komorek, czes¢ komorek zgrupowanych na jednym z bie-
gunéw zarodka tworzy wezet zarodkowy (embrioblast,
ICM, ang. inner cell mass), natomiast druga pula komérek
rozlokowana jest na obwodzie blastocysty i ulega sptasz-
czeniu, tworzac trofoektoderme (trofoblast, TE, ang. tro-
phoblast). Jednoczesnie blastocysta rozpreza sie (objetos¢
blastocelu staje sie wieksza niz wczesna blastocysta),
a ostona przejrzysta stopniowo staje sie coraz cienisza,
co umozliwia wyleganie sie zarodka przed jego implan-
tacja do endometrium macicy (rycina 4) (Baczkowskii wsp.,
2004; ESHRE, 2017; Gardner i wsp., 2000; Gill i wsp., 2018;
Kovacic i wsp., 2004; Nasiri i Eftekhari-Yazdi, 2015; Tang
i wsp., 2020; Wdowiak i wsp., 2015).

Wraz ze wzrostem odsetka plemnikéw
z obnizonym statusem chromatyny
rosnie ryzyko nieprawidtowego
rozwoju blastocysty

Wplyw jakosci ojcowskiego materiatu genetycznego
na rozwdj blastocysty potwierdzaja publikacje, w ktérych
wykazano istotnie nizszy odsetek zarodkéw osiggaja-
cych stadium blastocysty dla par, w ktérych mezczyzni
mieli >10% plemnikéw TUNEL-pozytywnych vs. <10%
(metody IVFE i ICSI) (Benchaib i wsp., 2003), 221% SDF
vs. 11-20% lub vs. <10% (metoda IVF) (Zheng i wsp.,
2018) lub >30% SDF vs. <30% (metoda ICSI) (Borges
i wsp., 2019; Sivanarayana i wsp., 2013). Uzupelnieniem
tych wynikéw sg badania Borges i wsp. (2019), w ktérych
wykazano nizszy odsetek blastocyst o prawidtowej
budowie morfologicznej, gdy mezczyzni mieli 230%
SDF vs. <30% (metoda ICSI). Stwierdzono takze, ze dla
par, w ktérych mezczyzni mieli 71-100% plemnikéw
z uszkodzonym DNA vs. 0-30% (test kometowy), osia-
gnieto istotnie wiecej zarodkéw morfologicznie nieprawi-
dtowych w 5. dobie po zaptodnieniu metoda IVF (Simon
i wsp., 2014).

I Nieoczywisty wptyw statusu chromatyny
plemnikéw na rozwdj blastocysty

Istnieja badania, w ktérych nie wykazano korelacji
miedzy SDF a czasem osiagniecia przez zarodek stadium
moruli, natomiast wykazano istotne ujemne korelacje
miedzy SDF a czasem osiagniecia stadium blastocysty
(r = 0,537) po zaptodnieniu metoda ICST (Wdowiak i wsp.,
2015). Z kolei w innych badaniach nie wykazano tej kore-
lacji w przypadku ICSI, ale ujawniono ja, kiedy zasto-
sowano metode IVF (r = -0,310) (Pregl Breznik i wsp.,
2013). Interesujace wyniki opublikowali Tang i wsp.
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1

Wczesna blastocysta
Blastocel wypetnia <50%
objetosci blastocysty

2

Blastocysta
Blastocel wypetnia >50%
objetosci blastocysty

3
Wypetniona

blastocysta
Blastocel wypetnia
blastocyste

4
Rozprezona
blastocysta

Objetoscig blastocelu wigksza niz

cata wczesna blastocysta, ciensza
ostonka przejrzysta

Q
-

B
Wezet zarqdkowy liczne, Scisle przylegajgce kilka, luzno utozonych pojedyncze komorki
(ICM, embrioblast)
’ do siebie komorki komérek
Trofoektoderma . A . . B . c .
(TE, trofoblast) liczne, Scisle przylegajagce kilka, luzno utozonych pojedyncze komorki
’ do siebie komorki komorek

5

Wylegajaca sie
blastocysta

6
Wylegnieta
blastocysta

wylegajgca sie blastocysta z trofoektodermag
wychodzgcg poza ostone przejrzystg

wylegnieta blastocysta, ktora catkowicie
opuscita ostoneg przejrzystg

Ryc. 4. Schemat ilustrujacy kryteria oceny budowy morfologicznej zarodkéw osiagajacych stadium blastocysty, przeprowadzanej w hodowli in vitro w 5.-6.
dobie po zaptodnieniu. Opracowane na podstawie Bqczkowski i wsp. (2004), Gardner i wsp. (2000) oraz ESHRE (2017)

(2020), ktérzy wykorzystujac procedure IVE, wykazali
istotnie nizszy odsetek prawidtowych morfologicznie
blastocyst uzyskanych dla par, w ktérych mezczyzni
mieli astenozoospermie i >31,25% SDF (vs. mezczyzni
z astenozoospermia i z <31,25% SDF). Natomiast w przy-
padku par, w ktérych mezczyzni mieli >31,25% SDF vs.

<31,25% i jednoczes$nie normozoospermie, tych réznic
nie wykazano.

Warto podkresli¢, ze zaréwno w przypadku analizy
odsetka zarodkéw morfologicznie prawidtowych oce-
nianych w 5. dobie po zaptodnieniu dla catej badanej
grupy pacjentéw (bez uwzglednienia rodzaju procedury

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15094792
http://dx.doi.org/10.1016/s0015-0282(00)00518-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28784335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32663655

POSTEPY ANDROLOGII ONLINE, 2020, 7 (2)

1

Early blastocysta
Blastocel fills <50%
of the blastocyst

2

Blastocysta
Blastocel fills >50%
of the blastocyst

3

Blastocysta
Blastocel fills the blastocyst

4
Expanded blastocyst

The volume of blastocele is larger
than the entire early blastocyst,
the zona pellucida becomes
thinner

(TE, trofoblast) in epithelium

Inner cell mass A . B
(ICM) numerous and tightly several and loosely paced few cells
packed cells cells
Trofoektoderma A : B o c
numerous cells organized | several cells organized in few cells

loose epithelium

5
Hatching of
the blastocyst

6
Hatched blastocys

hatching blastocyst with trophoectoderm
extending beyond the zona pellucida

hatched blastocyst that has completely
left the zona pellucida

Fig. 4. Schema illustrating the criteria of embryo development in blastocyst stage assessment in in vitro conditions on the 5"~6" day after fertilization.
Based on Bgczkowski et al. (2004), Gardner et al. (2000) and ESHRE (2017)

zaplodnienia pozaustrojowego), jak i dla wyizolowanych
grup leczonych metoda IVF i ICSI nie ujawniono réznic
statystycznie istotnych miedzy parami, w ktérych mez-
czyzni mieli >30% DFI, >20-<30% DFI lub >10-<20%
DFI (vs. <10%) (Oleszczuk i wsp., 2016). Natomiast gdy
podjeto prébe oszacowania ilorazu szans na uzyskanie
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zarodkéw dobrej jakosci w 5. dobie, wyniki analizy staty-
stycznej byty rézne w zaleznosci od zastosowanej metody
zaplodnienia in vitro. Istotnie nizszy iloraz szans na uzy-
skanie zarodkéw stwierdzono w przypadku par leczo-
nych metoda IVF, w ktérych mezczyzni mieli >30% DFI
lub >20-<30% DFI (vs. <10%), z kolei w przypadku par
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leczonych metoda ICSI wykazano nizszy iloraz szans
tylko dla par, w ktérych mezczyzni mieli >20-<30% DF1
(vs. <10%) (Oleszczuk i wsp., 2016).

I Brak wptywu statusu chromatyny
plemnikéw na rozwdj blastocysty

Nie zawsze potwierdza sie zwigzek miedzy uszkodze-
niami chromatyny a rozwojem blastocysty. Green i wsp.
(2020) nie zaobserwowali réznic w liczbie blastocyst
miedzy grupami, w ktérych mezczyzni mieli >15%
DFI vs. <15% (metoda ICSI). Podobnie w opisanych
juz badaniach przeprowadzonych przez Parrella i wsp.
(2019) nie stwierdzono réznic statystycznie istotnych
w odsetku zarodkéw morfologicznie prawidtowych w 5.
dobie (metoda ICSI), gdy poréwnywano pary, dla ktérych
po selekgji nasienia (komora ZyMot) uzyskano srednio
1,20 +0,40% plemnikéw TUNEL-pozytywnych vs. pary,
dla ktérych uzyskano srednio 18,50 +11,00% plem-
nikéw TUNEL-pozytywnych (metoda DGC). Co wiecej,
w innych badaniach nie wykazano istotnych korelacji
miedzy rozwojem zarodka w 5. dobie a wynikami testu
SCSA (metody IVF i ICSI) (Larson-Cook i wsp., 2003) oraz
SCD (metody IVF i ICSI) (Antonouli i wsp., 2019; Muriel
iwsp., 2006). Réwniez badania autorskie (Gill i wsp., 2018)
nie ujawnity réznic w odsetkach plemnikéw AB-, TB-
i CMA3-pozytywnych miedzy mezczyznami z par, dla
ktérych osiagnieto >50% lub <50% zarodkéw morfolo-
gicznie prawidlowych w 5. dobie po zaptodnieniu metoda
ICSI, jak réwniez nie wykazaty, aby testy te miaty wartos¢
predykcyjna dla uzyskania >50% morfologicznie prawi-
dtowych blastocyst po procedurze ICSI.

Wptyw statusu chromatyny plemnikow
na uzyskanie cigzy

W badaniach dotyczacych wptywu statusu chromatyny
meskich gamet na sukces rozrodczy w warunkach in vitro
stosuje sie wiele réznych parametréw bedacych miarg
tego sukcesu. Zaliczy¢ do nich mozna: 1) Uzyskanie tzw.
ciazy biochemicznej (ang. biochemical pregnancy), ktéra
potwierdza sie na podstawie oceny wzrostu poziomu
podjednostki p ludzkiej gonadotropiny kosmowkowej
(B-hCG, ang. human chorionic gonadotropin p-subunit)
we krwi obwodowej kobiety. Badanie to wykonywane
jest 12-14 dni po transferze zarodka z hodowli in vitro
do macicy. 2) Odsetek implantacji (ang. implantation
rate), ktory okreslany jest w oparciu o potwierdzenie,
w badaniu ultrasonograficznym, obecnoéci pecherzyka
ciagzowego. Badanie to wykonywane jest w 4.—5. tygo-
dniu cigzy. 3) Uzyskanie tzw. ciazy klinicznej (ang.
clinical pregnancy), ktérej potwierdzeniem jest zareje-
strowanie w badaniu ultrasonograficznym bicia serca
ptodu. Badanie to przeprowadzane jest od 6. tygodnia
cigzy. Co wiecej, weryfikacji poddaje sie asocjacje miedzy

statusem chromatyny plemnikéw a wystepowaniem
poronien oraz zywych urodzen (Avendario i wsp., 2010;
Borgesiwsp., 2019; Bounartziiwsp., 2016; Gill i wsp., 2018;
Jerreiwsp., 2019; Parrella i wsp., 2019; Simon i wsp., 2011,
2014; Tandara i wsp., 2014).

Wraz ze wzrostem odsetka plemnikéw
z obnizonym statusem chromatyny
ros$nie ryzyko braku uzyskania cigzy

i wystgpienia poronien

Podobnie jak w przypadku rozwoju zarodkéw w hodowli

in vitro, tak tez w przypadku uzyskania cigzy i jej prawi-

dlowego przebiegu obserwuje sie istotna role dojrzatosci

i integralnosci chromatyny plemnikéw. Potwierdzaja

to wyniki badan, w ktérych wykazano istotnie nizszy

odsetek uzyskanych cigz biochemicznych, implantacji
i/lub ciaz klinicznych, gdy mezczyzni mieli:

e 18,50% plemnikéw TUNEL-pozytywnych vs. 1,20%
(ICSI) (Parrella i wsp., 2019),

*  >30% SDF vs. <30% (ICSI) (Sivanarayana i wsp., 2013),
* 50,30% plemnikéw z pofragmentowanym DNA (test
kometowy) vs. 23,20% (IVF) (Simon i wsp., 2011),

* 68,50% plemnikéw z pofragmentowanym DNA (test
kometowy) vs. 33,80% (IVF) (Simon i wsp., 2011),

*  71-100% plemnikéw z pofragmentowanym DNA (test
kometowy) vs. 0-30% (IVF i ICSI) (Simon i wsp., 2014).
Wartos¢ predykceyjna testéw oceniajacych jakosé

plemnikowej chromatyny takze potwierdza wptyw

uszkodzen chromatyny plemnikéw na uzyskanie cigzy.

Ujawniono, ze efekt duzego halo oceniany w tescie SCD

miat satysfakcjonujaca wartosc predykcyjna dla uzy-

skania cigzy klinicznej (AUC = 0,750, wartos¢ graniczna

38% z duzym halo), podczas gdy petna ocena fragmentacji

DNA plemnikéw w tym tescie (patrz przypis 6) miata

$rednia warto$¢ predykeyjna (AUC = 0,670, wartos¢

graniczna 29% SDF) (Tandara i wsp., 2014). Podobne
wyniki wykazano w innych badaniach, w ktérych uzy-
skano satysfakcjonujaca wartosc kliniczng testu SCD
dla prognozowania uzyskania cigzy klinicznej po pro-
cedurze IVF 1 ICSI (AUC = 0,700, brak podanej wartosci
granicznej) (Bounartziiwsp., 2016) badz tez testu TUNEL

(AUC = 0,700, przy optymalnej wartosci granicznej

17,6% plemnikéw TUNEL-pozytywnych, metoda ICST)

(Avendario i wsp., 2010). Uzupelnieniem tych ostatnich

wynikéw byto oszacowanie ilorazu szans na uzyskanie

ciazy w zaleznosci od empirycznie wyliczonej wartosci
granicznej odsetka plemnikéw TUNEL-pozytywnych.

Dla par, w ktérych mezczyzni mieli >17,6% plemnikéw

TUNEL-pozytywnych, iloraz szans na osiagniecie cigzy

byt 3,5-krotnie nizszy niz w przypadku mezczyzn

z <17,6% plemnikéw TUNEL-pozytywnych.

Lepsza warto$¢ prognostyczng uzyskano dla testu
kometowego. Wykorzystujac do zaptodnienia IVF plem-
niki wyselekcjonowane (metoda DGC) lub gamety nie-
selekcjonowane, wykazano odpowiednio dobra wartos¢
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predykcyjna (AUC = 0,879, przy optymalnej wartosci
granicznej 42% plemnikéw z fragmentacja DNA) oraz
bardzo dobrg wartos¢ predykcyjna (AUC = 0,905, przy
optymalnej wartosci granicznej 52% plemnikéw z frag-
mentacjag DNA) testu kometowego dla uzyskania cigzy
klinicznej (Simon i wsp., 2011). Co wiecej, w badaniach
tych wykazano, ze iloraz szans dla braku cigzy byt
az 24,18-krotnie wyzszy, gdy w wyselekcjonowanym
nasieniu (metoda DGC) stwierdzano >42% plemnikéw
z uszkodzong chromatyna, oraz 76,00-krotnie wyzszy,
kiedy w nieselekcjonowanym nasieniu stwierdzono >52%
plemnikéw z pofragmentowanym DNA (Simon i wsp.,
2011).

Wykazano takze, ze uszkodzenia jadrowego DNA
plemnikéw moga wplywac na wzrost ryzyka poronien,
ktére czesciej wystepowaly u par, w ktérych mezczyzni
mieli >30% SDF vs. <30% (metoda ICSI) (Sivanarayana
i wsp., 2013). Co wiecej, ujawniono niemal 1,5-krotnie
wyzsze ryzyko wczesnych poronien (<12. tydzien ciazy),
gdy mezczyzni mieli >15% HDS vs. <15% (metody IVF
i ICSI) (Jerre i wsp., 2019). Wykazano réwniez, ze wraz
ze wzrostem uszkodzen ojcowskiego materiatu genetycz-
nego >30% SDF vs. <30% (metoda ICSI) zmniejsza sie
liczba ciaz zakonczonych porodem (Sivanarayana i wsp.,
2013). Potwierdzaja to réwniez wyniki badan opubli-
kowanych przez Parrella i wsp. (2019). Istotnie wiecej
ciaz zakonczonych porodem (procedura ICSI) stwier-
dzono, gdy do zaplodnienia wykorzystano wyselek-
cjonowane nasienie (komora ZyMaot), w ktérym byto
$rednio 1,20 +0,40% plemnikéw TUNEL-pozytywnych
w poréwnaniu z wyselekcjonowanym nasieniem (metoda
DGO), w ktérym byto $rednio 18,50 +11,00% plemnikéw
TUNEL-pozytywnych.

Wptyw statusu chromatyny plemnikow
na uzyskanie cigzy i wystgpienie poronien
w zaleznosci od zastosowanej metody
zaptodnienia in vitro

Nie ulega watpliwosci, Ze sukces rozrodczy zaptodnienia
pozaustrojowego w postaci ciagzy moze by¢ zalezny
zaréwno od liczby plemnikéw z uszkodzong chromatyna,
jak i rodzaju zastosowanej procedury. Borini i wsp. (2006)
wykazali istotnie wyzszy odsetek uzyskanych cigz kli-
nicznych oraz nizszy odsetek poronieni przy zastosowaniu
procedury ICSI, gdy mezczyzni mieli <10% plemnikéw
TUNEL-pozytywnych vs. >10%. Gdy autorzy zastoso-
wali metode IVF, nie uzyskali r6znic w badanych para-
metrach miedzy poréwnywanymi grupami. Odmienne
wyniki zaprezentowali Henkel i wsp. (2003). Jesli pacjenci
leczeni metodg IVF mieli >36,5% plemnikéw TUNEL-
pozytywnych, uzyskiwano nizszy odsetek cigz vs.
£36,5%. Nie wykazano tych réznic w przypadku par
leczonych metoda ICST (>24,3% vs. <24,3% plemnikow
TUNEL-pozytywnych). Z kolei Oleszczuk i wsp. (2016)
u pacjentéw leczonych metoda IVF 1 ICSI nie stwierdzili
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istotnych réznic w szansach na uzyskanie cigzy bioche-
micznej, gdy mezczyzni mieli >30% DFI, >20-<30% DFI
oraz >10-<20% DFI vs. <10%. Natomiast ci sami autorzy
wykazali istotnie wyzszy iloraz szans na wystapienie
poronien, gdy wartos¢ DFI wynosita >40%, ale tylko gdy
rozpatrywano calg grupe bez podziatu na rodzaj proce-
dury zaptodnienia. Z kolei kiedy z badanej grupy wydzie-
lono pary leczone metoda IVF 1 ICSI, szansa na urodzenie
zywego dziecka byta istotnie nizsza, gdy DFI wynosito
>20% DFI vs. <10%, ale tylko w przypadku procedury
IVE. Brak istotnych réznic w szansach na urodzenie
zywego potomstwa uzyskano w przypadku procedury
ICSI (Oleszczuk i wsp., 2016). Wyniki Oleszczuk i wsp.
(2016) czesciowo zgodne sa z danymi uzyskanymi przez
Simon i wsp. (2010). Ci ostatni autorzy wykazali $rednia
warto$¢ predykeyjna testu kometowego (AUC = 0,648,
przy optymalnej wartosci granicznej 56% plemnikéw
z fragmentacja DNA lub AUC = 0,629, przy optymalne;
wartosci granicznej 44% plemnikéw z fragmentacja
DNA) dla uzyskania ciazy, ale tylko w przypadku zasto-
sowania procedury IVFE. Szansa na uzyskanie cigzy byta
4,52-krotnie oraz 6,20-krotnie wyzsza, gdy mezczyzni
mieli odpowiednio <56% lub <44% plemnikéw z pofrag-
mentowanym DNA w poréwnaniu z mezczyznami
z odpowiednio >56% lub >44% plemnikéw z pofrag-
mentowanym DNA.

Nieoczywisty wptyw statusu chromatyny
plemnikéw na uzyskanie cigzy
i wystgpienie poronien

Nieoczywisty wptyw uszkodzen chromatyny plemnikéw
obserwuje sie nie tylko w przypadku procesu zaptod-
nienia i wczesnego rozwoju zarodkowego, ale réwniez
w przypadku uzyskania i przebiegu ciazy. Wykazano
bowiem, ze dla par leczonych metoda ICSI, w ktérych
mezczyzni mieli 230% SDF, uzyskano istotnie nizszy
odsetek implantacji oraz wyzszy poronien vs <30% SDF.
Nie wykazano jednak r6znic w odsetku ciaz biochemicz-
nych i klinicznych (Borges i wsp., 2019). W innych bada-
niach nie tylko ujawniono réznice w odsetku implantacji,
ale takze cigz klinicznych (metoda IVF) miedzy grupami,
w ktérych mezczyzni mieli 221% SDF vs. 11-20% SDF
lub vs. <10%. Nie wykazano jednak réznic w czestosci
poronien (Zheng i wsp., 2018). Co wiecej, stwierdzono
yjemne korelacje (r = -0,250) miedzy SDF (Muriel i wsp.,
2006) a odsetkiem implantacji (metody I[VF i ICSI), ale
nie ujawniono tych korelacji miedzy SDF (Muriel i wsp.,
2006) lub DFI (metody IVF i ICSI) (Larson-Cook i wsp.,
2003) a odsetkiem cigz odpowiednio klinicznych i bio-
chemicznych. Jedni badacze stwierdzili, niezaleznie
od zastosowanej procedury zaptodnienia in vitro, brak
ciazy, gdy warto$¢ DFI byta >27% (Larson-Cook i wsp.,
2003). Drudzy natomiast nie wykazali réznic w odsetku
uzyskanych cigz klinicznych (metody IVF 1 ICSI) miedzy
grupami, w ktérych mezczyzni mieli >27% DFI vs. 9-27%
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DFI lub vs. <9% oraz >15% HDS vs. 5-15% HDS lub
vs. <5%. Wykazano jednak wyzsza czesto$¢ poronien
w grupach, w ktérych mezczyzni mieli >27% DFI i >15
HDS (Lin i wsp., 2008). Ujawniono réwniez, ze grupa ptod-
nych mezczyzn (ciaza osiggnieta droga naturalng) oraz
grupa mezczyzn z par, dla ktérych procedura IVF 1 ICSI
zakonczyla sie uzyskaniem cigzy klinicznej, mieli istotnie
nizszy odsetek DFI (odpowiednio: 15% i 21% DFI) niz
grupa mezczyzn z par, dla ktérych mimo zastosowania
zaptodnienia pozaustrojowego nie udato sie uzyskac
ciazy (38% DFI). Jednak grupy te nie réznity sie odset-
kiem HDS (Saleh i wsp., 2003). Wyniki te mogty suge-
rowac, ze w badanych przypadkach integralno$¢ genomu
plemnikéw miata wiekszy wplyw na uzyskanie cigzy
niz zwiekszona zawarto$¢ histonéw wich chromatynie.

Ciekawe wyniki badan uzyskali Jin i wsp. (2015).
Autorzy stwierdzili istotny spadek odsetka implantacji,
klinicznych ciaz i zywych urodzen oraz wzrost czestosci
poronien u par (metody IVF i ICSI), w ktérych kobiety
miaty zredukowang rezerwe jajnikows, a mezczyzni mieli
>27,3% SDF w poréwnaniu z kobietami ze zmniejszona
rezerwe jajnikowa i mezczyznami z <27,3% SDF. Jednak
w przypadku gdy kobiety miaty prawidtowa rezerwe jajni-
kowa, a mezczyzni »27,3% lub <27,3% SDF, wyniki te nie
zostaly potwierdzone, co sugeruje niezwykle istotna role
czynnika zenskiego w prognozowaniu sukcesu repro-
dukcyjnego. Réwnie interesujace dane uzyskali Tang
i wsp. (2020), ktérzy stwierdzili istotnie mniej cigz kli-
nicznych uzyskanych dla par (metoda IVE), w ktérych
mezczyzni mieli astenozoospermie i >31,25% SDF vs.
astenozoospermie i <31,25% SDF, natomiast nie stwier-
dzili istotno$ci statystycznej, gdy poréwnywano mez-
czyzn z normozoospermia (>31,25% SDF vs. £31,25%).

Brak wptywu statusu chromatyny
plemnikéw na uzyskanie cigzy
i wystapienie poronien

Nie wszystkie opublikowane dane potwierdzaja wptyw

uszkodzen plemnikowej chromatyny na uzyskanie

cigzy. Wielu autoréw nie stwierdza zaleznosci miedzy

ciaza a poziomem uszkodzenia chromatyny plemnikéw.

W badaniach tych nie wykazuje sie r6znic w czestosci

osigganych cigz biochemicznych, implantacji i/lub cigz

klinicznych miedzy parami, w ktérych mezczyzni mieli:

* >15% HDS vs. <15% (IVF) (Niu i wsp., 2011),

® >15% DFIvs. <15% (ICSI) (Green i wsp., 2020),

* >20% SDF vs. <20% (IVF i ICSI) (Sun i wsp., 2018),

* >22,30% SDF vs. <22,30% (IVF i ICST) (Xue i wsp.,
2016),

* >25% SDF vs. <25% (ICSI) (Antonouli i wsp., 2019)

* >27% DFlvs. <27% (IVF) (Niu i wsp., 2011),

e >29% plemnikéw AB-pozytywnych vs. odpowiednio
<29% (IVF) (Hammadeh i wsp., 1996),

* >30% plemnikéw ze denaturowanym DNA vs.
>15-30% lub vs. 0-15% (ICSI) (Zini i wsp., 2005),

>30% DFIvs. 15-30% lub vs. <15% (IVE 1 ICSI) (Chen

iwsp., 2020),

* >30% DFI vs. >15-<30% lub vs. <15% (IVF i ICSI)
(Yang i wsp., 2019),

* >30% SDF vs. <30% (IVF i ICSI) (Sun i wsp., 2018;
Wang i wsp., 2014),

* >35% SDF vs. <35% (IVF i ICSI) (Anifandis i wsp.,
2015).

Na brak wptywu statusu chromatyny na uzyskanie
cigzy wskazuje sie réwniez w publikacjach, w ktérych
autorzy poréwnuja odsetki plemnikéw z uszkodzona
chromatyna miedzy mezczyznami z par, dla ktérych
uzyskano cigze biochemiczna, implantacje i/lub ciaze
kliniczna a mezczyznami z par, dla ktérych implantacji
i ciaz tych nie uzyskano. W badaniach tych nie wyka-
zano réznic w odsetku plemnikéow:

* AB-pozytywnych (IVF 1ICSI) (Gill i wsp., 2018; Bichara
iwsp., 2019),

* CMAS3-pozytywnych (IVF i ICSI) (Gill i wsp., 2018;
Tavalaee i wsp., 2009),

e TB-pozytywnych (ICSI) (Gill i wsp., 2018),

* TUNEL-pozytywnych (IVF i ICSI) (Bichara i wsp.,
2019),

* 2z duzymi wakuolami w obrebie gtéwki bedacymi
wyrazem masywnych zaburzen kondensacji chro-
matyny plemnikéw (IVFE 1 ICSI) (Bichara i wsp., 2019),

* z nieprawidtowsa dyspersja chromatyny (test SCD)
(IVF i ICSI) (Tavalaee i wsp., 2009; Velez de la Calle
i wsp., 2008; Wang i wsp., 2014).

Ponadto istnieja doniesienia, w ktérych nie wykazuje
sie warto$ci predykcyjnej testow weryfikujacych status
chromatyny (test AB, CMA3, SCD i TB) dla uzyskania
ciazy biochemicznej lub klinicznej (Gill i wsp., 2018; Sun
i wsp., 2018) badz tez korelacji miedzy wynikami zasto-
sowanych testéw a odsetkiem uzyskanych cigz bioche-
micznych lub klinicznych (Antonouli i wsp., 2019; Gill
iwsp., 2018; Velez de la Calle i wsp., 2008). Nie obserwuje
sie takze istotnego wzrostu czestosci poronien miedzy
parami, w ktérych mezczyzni mieli:

* >15% HDS vs. <15% (IVF) (Niu i wsp., 2011),

* >15% DFIvs. <15% (ICSI) (Green i wsp., 2020),

* >22,30% SDF vs. <22,30% (IVF i ICSI) (Xue i wsp.,
2016),

* >27% DFlvs. <27% (IVF) (Niu i wsp., 2011),

* >30% SDF vs. <30% (ICSI) (Wang i wsp., 2014),

e >30% DFIvs. 15-30% DFI lub vs. <15% (ICSI) (Chen
i wsp., 2020)

* >30% DFI vs. >15-<30% lub vs. <15% (IVF i ICSI)
(Yang i wsp., 2019).

Nie potwierdzono takze réznic w odsetku DFI miedzy
parami, u ktérych wystapito lub nie wystapito poro-
nienie (metody IVF i ICSI) (Yang i wsp., 2019). Podobnie
w innych badaniach nie wykazano réznic w odsetku
SDF miedzy parami, u ktérych cigze po procedurach
IVE 1ICSI zakonczyty sie porodem, a parami, u ktérych
brak byto ciaz zakoticzonych porodem (Velez de la Calle
i wsp., 2008).
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Postepowanie terapeutyczne w celu
zwiekszenie szans na posiadanie
potomstwa w zaleznosci od poziomu
uszkodzenia chromatyny plemnikéw

Postepowanie terapeutyczne w meskiej nieptodnosci
powinno jednoczesnie uwzglednia¢ wyniki podsta-
wowego badania nasienia, oceny jakosci chromatyny
plemnikoéw, czas starania sie o potomstwo, wiek part-
neréw oraz wystepowanie zenskiego czynnika nieptod-
nosci. W przypadku normozoospermii, niskiego stopnia
uszkodzen DNA plemnikéw (0-15% DFI), braku czyn-
nika zenskiego, relatywnie mtodego wieku obojga part-
neréw i okresu starania sie o potomstwo <2 lat mozna
rozwazac kontynuowanie staran majacych na celu osia-
gniecie spontanicznej cigzy. Natomiast gdy mimo pra-
widtowych wynikéw badan ginekologicznych i androlo-
gicznych czas ten wynosi ponad 2 lata, nalezy rozwazy¢
zastosowanie inseminacji domacicznej (IUI, ang. intrau-
terine insemination). Procedura ta moze by¢ takze wyko-
rzystana, gdy mimo prawidtowego odsetka plemnikéw
z uszkodzona chromatyna zdiagnozowano tagodny
czynnik meski (np. nieznaczne obnizenie standardowych
parametréw seminologicznych) lub gdy potwierdzono
czynnik zenski nieptodnosci, w przypadku ktérego [UI
jest rekomendowana (np. tzw. wrogi $luz szyjki macicy
lub zespot Mariona-Simsa’) (Bungum i wsp., 2011; Cho
iAgarwal, 2017; Esteves 2016, 2019; Majzoub i wsp., 2019;
Tesarik 1 Galdn-Ldzaro, 2017).

U pacjentéw, u ktérych zostanie zdiagnozowany
podwyzszony odsetek plemnikéw z nieprawidtowym
statusem chromatyny (>15%, szczegdlnie >30% DFI),
nalezy zastosowa¢ indywidualnie dobrang strategie
terapeutyczng, majaca na celu poprawe parametréw
nasienia (identyfikacja i eliminacja czynnikéw takich
jak: zylaki powrézka nasiennego, nieprawidtowa masa
ciata, niezdrowe nawyki behawioralne, infekcje i stany
zapalne uktadu moczowo-plciowego, stres oksyda-
cyjny nasienia i inne), tym samym zwiekszajac szanse
na uzyskanie cigzy w sposéb naturalny lub dzieki IUI.
W sytuacji braku powodzenia (>20% DFI szansa na uzy-
skanie ciazy naturalnej i uzyskanej po IUI zmniejsza
sie, a >25% DFI jest zdecydowanie nizsza) lub gdy zasto-
sowanie IUI nie ma medycznego uzasadnienia (np.
ciezka oligozoospermia, astenozoospermia, brak jajo-
wodéw nienaprawialne ich uszkodzenia, endometrioza
I1I1 IV stopnia, nosicielstwo choréb wirusowych przez
jednego z pacjentéw), nalezy rozwazy¢ wykorzystanie
bardziej zaawansowanych metod leczenia nieptodnosci
obejmujacych zaptodnienie in vitro z wykorzystaniem
nasienia ejakulowanego (IVF, ICSI lub IMSI), przy czym
nie mozna pominac faktu, ze warto§¢ DFI >40% moze
by¢ przyczyna poronien i braku ciazy. Niepowodzenia

7 ZespotuMariona-Simsa — pochwica (fac. vaginismus), dysfunkcja seksu-
alna uniemozliwiajaca odbycie stosunku. Jej przyczyna jest mimowolne
obkurczanie mieéni pochwy.
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zastosowanych procedur lub inne wskazania (np. azo-
ospermia) moga uzasadnia¢ wykorzystanie do zaptod-
nienia plemnikéw pobranych z najadrza (MESA-ICSI),
bad? tez z jadra (TESE-ICSI). Nalezy jednak podkresli¢,
ze w przypadku braku sukcesu terapeutycznego licznych
wezesdniejszych procedur, nawracajacych poronien oraz
ryzyka transmisji choroby genetycznej na kolejne poko-
lenie jako opcje mozna rozwazy¢ zaptodnienie nasie-
niem dawcy, adopcje prenatalng (transfer zarodkéw
innej pary) czy tez adopcje dziecka (Bungum i wsp., 2011;
Cho i Agarwal, 2017; Esteves 2016, 2019; Evenson, 2017;
Lukszuk i wsp., 2018; Majzoub i wsp., 2019; Marchlewska
iwsp., 2021; Tesarik i Galdn-Ldzaro, 2017).
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l Streszczenie

W niniejszym artykule dokonano przegladu pismiennictwa zwiazanego z udziatem czynnika meskiego w poronieniach, przede wszystkim
nawracajacych. Zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Rozrodu i Embriologii Cztowieka z 2017 r. (ESHRE, ang. European
Society of Human Reproduction and Embriology) za samoistne poronienia nawracajace uznaje sie co najmniej 2 nastepujace po sobie poro-
nienia (utrata ciazy wewnatrzmacicznej) przed 24. tygodniem ciazy. Nie ulega watpliwo$ci, ze rozszerzona diagnostyka, zwlaszcza
molekularna, pozwolita na zweryfikowanie nie tylko udziatu czynnika zenskiego w poronieniach, ale takze meskiego, ktéry niejed-
nokrotnie byt pomijany. Dlatego tez wiekszos¢ prac klinicznych i opracowan w postaci metaanaliz danych dotyczy populacji zen-

skiej. Jednak wielu autoréw jako przyczyne poronien podaje: 1) liczbowe i strukturalne zaburzenia chromosomowe czesto zwigzane
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z nieprawidtowo$ciami spermatogenezy, 2) polimorfizmy genu HLA-G (ang. human leukocyte antigen-G), 3) allotypy antygenu HLA-C
izwiazane z nimi haplotypy genéw KIR (ang. killer cell immunoglobulin-like receptors), 4) mutacje i zmiany polimorficzne genéw odpowie-
dzialnych za trombofilie, 5) mikrodelecje i polimorfizmy chromosomu Y, 6) zaburzenia epigenetyczne, 7) strukturalne i funkcjonalne
defekty plemnikéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem statusu ich chromatyny, 8) stres oksydacyjny w nasieniu oraz 9) zaawansowany
wiek mezczyzny. Nalezy zwréci¢ uwage, ze prezentowane przez autoréw wyniki czesto sa niezgodne i niejednoznaczne, co powoduje
potrzebe prowadzenia dalszych badan, réwniez w celu opracowania odpowiednich i opartych na dowodach algorytméw diagnostyczno-
-terapeutycznych uwzgledniajacych udziat czynnika meskiego w poronieniach.

Stowa kluczowe: poronienia nawracajace, nieptodnos¢ meska, aberracje chromosomowe, parametry seminologiczne, chromatyna

plemnika, antygen HLA-G, receptory KIR, trombofilia, chromosom Y, stres oksydacyjny

B Abstract

This article reviews the literature related to the participation of the male factor in miscarriages, mainly recurrent pregnancy loss.
According to the 2017 guidelines of the European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE), spontaneous recur-
rent miscarriages are defined as at least two or more pregnancy losses before 24 weeks of pregnancy. There is no doubt that extended
diagnostics, especially molecular ones, made it possible to verify not only the share of the female factor in miscarriages, but also the
male factor, which was often overlooked. Therefore, most of the research work and data meta-analysis concerns the female popula-
tion. However, many authors give the cause of miscarriages: 1) numerical and structural chromosomal aberrations often associated
with abnormal course of spermatogenesis, 2) polymorphisms of the HLA-G (human leukocyte antigen-G), 3) HLA-C allotypes and
KIR haplotypes (killer cell immunoglobulin-like receptors), 4) mutations and polymorphisms of genes responsible for thrombophilia, 5)
microdeletions and polymorphisms of the Y chromosome, 6) epigenetics abnormalities, 7) structural and functional defects of sper-
matozoa, with particular emphasis on the status of their chromatin and 8) semen oxidative stress and 9) advanced paternal age. It
should be noted that the results presented by the authors are often inconsistent and ambiguous, causing the need for further research,
also in order to develop appropriate and evidence-based diagnostic and therapeutic algorithms take into account the participation of
male factor in miscarriages.

Key words: recurrent pregnancy loss, male infertility, chromosomal aberrations, seminological parameters, sperm chromatin, HLA-G

antigen, KIR receptors, thrombophilia, Y chromosome, oxidative stress

B skroty / Abbreviations

3’UTR - region nici DNA, na konicu 3’, niepodlegajacy translacji (ang. untranslated region); APA — zaawansowany wiek ojcowski (ang. advanced
paternal age); APC — komorki prezentujace antygen (ang. antigen presenting cells); AUC — pole powierzchni pod krzywa (ang. area under curve);
AZF - czynnik azoospermii (ang, azoospermia factor); bp — pary zasad (ang. base-pair); DFI - indeks fragmentacji DNA (ang. DNA fragmenta-
tion index); DMR —regiony DNA o zréznicowanej metylacji (ang. differentially methylated regions); ESHRE — Europejskie Towarzystwo Rozrodu
i Embriologii Cztowieka (ang. European Society of Human Reproduction and Embriology); FGR — hipotrofia wewnatrzmaciczna (ang.
fetal growth restriction); GM-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (ang. granulocyte macrophage-colony
stimulating factor); HLA — ludzkie antygeny leukocytarne (ang. human leukocyte antigens); HLA-G - ludzki leukocytarny antygen G (ang.
human leukocyte antigen-G); ICSI — docytoplazmatyczna iniekcja plemnika (ang. intracytoplasmic sperm iniection); KIR — immunoglobulino-
podobne receptory komérek NK (ang. killer cell immunoglobulin-like receptors); MDA - dialdehyd malonowy (ang. malonodialdehyde); MHC —
gtowny ukiad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex); miRNA — mikro RNA (ang. microRNA); MTHER - reduktaza
5,10-metylenotetrahydrofolianowa (ang. 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase); PGT — diagnostyka przedimplantacyjna (ang. preim-
plantation genetic testing); RET — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species); ROC — krzywa ROC (ang. receiver operating charac-
terisitic); RPL — poronienia nawracajace (ang. recurrent pregnancy loss); SCD — test dyspersji chromatyny plemnikéw (ang. sperm chromatin
dispersion); SCOS — zespotu samych komoérek Sertolego (ang. Sertoli cell-only syndrome); SCSA — test stuzacy do oceny uszkodzenn DNA (ang.
sperm chromatin structure assay); SNP — polimorfizm pojedynczych nukleotydéw (ang. single nucleotide polymorphisms); TESE — pozyskanie
plemnikéw z jadra (ang. testicular sperm extraction)

Termin ,poronienie” zgodnie z rozporzadzeniem mini-
stra zdrowia i opieki spotecznej z dnia 25 kwietnia
1994 r. (Dz.U. 1994 nr 56 poz. 234) okreéla sie jako
zakonczenie cigzy wewnatrz macicznej trwajacej krécej
niz 22 tygodnie liczonej od terminu ostatniej mie-
sigczki. Moze wystapi¢ jednorazowo nawet u 15-25%
kobiet <35. r.z. i ryzyko to ro$nie wraz z wiekiem kobiet
do 50% >40. r.z. U 1-2% kobiet rozpoznaje sie poronienia

nawracajace (RPL, ang. recurrent pregnancy loss) trady-
cyjnie definiowane jako 3 i wiecej poronien nastepu-
jacych po sobie przed ukorniczeniem 24. tygodnia ciazy
(Ford i Schust, 2009; Ibrahim i Johnstone, 2018; Pandey
i Gupta, 2019; Regan i wsp., 2011). Obecnie wedtug
wytycznych Europejskiego Towarzystwa Rozrodu
i Embriologii Cztowieka (ESHRE, ang. European Society of
Human Reproduction and Embriology) z 2017 r. poronienie
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definiowane jest jako utrata ciagzy wewnatrzmaciczne;j
przed 24. tygodniem ciazy, a za samoistne poronienia
nawracajace uznaje sie co najmniej 2 kolejno wystepujace
po sobie poronienia przed 24. tygodniem cigzy (Bender
Atikiwsp., 2018; ESHRE, 2017). Wedtug tej definicji cze-
sto$¢ poronien nawracajacych rosnie do 2-3%. Mozemy
je podzieli¢ na pierwotne, kiedy zadna z wczesniejszych
ciaz nie trwata dtuzej niz 24 tygodnie i wtérne przy
co najmniej 1. wczesniejszej ciazy trwajacej dtuzej niz
24 tygodnie. Obecny stan wiedzy pozwala zidentyfikowac
przyczyne nawracajacej utraty ciazy u ok. 5-60% kobiet,
ktorej etiopatogeneza moze by¢ wieloczynnikowa. Tak
duza rozbiezno$¢ diagnostyczna wynika z réznych kry-
teriéw bedacych podstawa definicji poronien nawraca-
jacych (Bender Atik i wsp., 2018; Boogaard i wsp., 2013;
ESHRE, 2017, El Hachem i wsp., 2017; Ford i Schust, 2009;
Pandey i Gupta, 2019; Pfeifer i wsp., 2012; van Dijk i wsp.,
2020; Youssef i wsp., 2020).

Do niedawna brano pod uwage jedynie udziat czyn-
nika zenskiego w etiologii poronien. Dotyczy on m.in.
nieprawidtowo$ci anatomicznych, zaburzen endokryno-
logicznych, immunologicznych i genetycznych. W niemal
50% RPL nie udaje sie znalez¢ przyczyny (RPL idiopa-
tyczne), co niesie ze soba psychiczne i fizyczne nastepstwa
dla pary (Bender Atik i wsp., 2018; Boogaard i wsp., 2013;
El Hachem i wsp., 2017; ESHRE, 2017; Ibrahim i Johnstone,
2018; Pandey i Gupta, 2019; Pfeifer i wsp., 2012; van Dijk
i wsp., 2020; Youssef i wsp., 2020).

Obecnie coraz wiecej badan dotyczy rozszerzonej
diagnostyki czynnika meskiego, ktéry moze by¢ przy-
czyna zaburzen zaptodnienia, implantacji, poronien
i wrodzonych deformacji (Agarwal i wsp., 2016, 2019,
2020, 2021; Carlini i wsp., 2017; Esteves i wsp., 2021;
Gil-Villa i wsp., 2010; Ibrahim i Johnstone, 2018; Kim
iwsp., 2010; Mohanty i wsp., 2016; Sharma i wsp., 2015;
Softness i wsp., 2020). Liczbowe i strukturalne zabu-
rzenia chromosomowe, polimorfizmy genu HLA-G
(ang. human leukocyte antigen-G), allotypy antygenu
HLA-C i zwigzane z nimi haplotypy genéw KIR
(ang. killer cell immunoglobulin-like receptors), mutacje
i zmiany polimorficzne genéw odpowiedzialnych
za trombofilie, mikrodelecje i polimorfizmy w obrebie
dtugiego ramienia chromosomu Y, zaburzenia epi-
genetyczne, strukturalne i funkcjonalne defekty
plemnikdw, ze szczegdlnym uwzglednieniem statusu
ich chromatyny, stres oksydacyjny w nasieniu oraz
zaawansowany wiek mezczyzny — to jedne z naj-
czedciej stwierdzanych badz sugerowanych i dysku-
towanych przyczyn mogacych prowadzi¢ do spon-
tanicznych poronien, szczegélnie nawracajacych
(rycina 1). Nalezy jednak podkresli¢, ze wyniki badan
nie zawsze sg zgodne i jednoznaczne, na co zwré-
cono uwage w niniejszym opracowaniu (Agarwal
iwsp., 2021; Alibakhshi i wsp., 2020; Barut i wsp., 2018;
du Fossé iwsp., 2020; Montiiwsp., 2019; Pfeiffer i wsp.,
2001; Piasecka i Gill, 2021; Udry i wsp., 2014; Wang
i wsp., 2017, Youssef i wsp., 2020; Zhang i wsp., 2020).
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B zaburzenia chromosomowe

Jedna z najistotniejszych przyczyn poronien jest czynnik
genetyczny, w tym zaburzenia chromosomowe. Wsréd
nich wyréznia sie aberracje liczbowe i strukturalne.
Pierwsze z nich sa efektem nieprawidtowego rozdziatu
chromosoméw podczas podziatu komérki (nondy-
sjunkcja), drugie z kolei powstaja na skutek deleciji,
inwersji, duplikacji albo translokacji fragmentu chromo-
somu. Zaburzenia genetyczne tworza sie de novo (przed
zaptodnieniem podczas oogenezy lub spermatogenezy
badz podczas rozwoju zygoty/zarodka) lub sa dziedzi-
czone od rodzicéw. Powyzsze nieprawidtowosci pro-
wadzi¢ moga nie tylko do poronien, ale takze porodéw
przedwczesnych, hipotrofii wewnatrzmacicznej (FGR,
ang. fetal growth restriction) oraz zespotéw wad wrodzo-
nych (embriopatii) (Esquerré-Lamare i wsp., 2018; Kohn
iwsp., 2016; Marquard i wsp., 2010; Page i Silver, 2016; Pal
i wsp., 2018; Rabiega-Gmyrek i wsp., 2015; Rodrigo, 2019;
Softness i wsp., 2020).

Aberracje chromosomowe stwierdza sie nawet u 70%
samoistnie poronionych ptodéw (Marquard i wsp., 2010;
Rabiega-Gmyrek i wsp., 2015). Wang i wsp. (2020) w cigzach
poronionych wykazali 59,1% zaburzen chromosomo-
wych, wéréd ktérych przewazajaca wiekszosé stanowity
przypadki aneuploidii (81,1%), nastepnie aberracje struk-
turalne chromosomdéw (6,4%), rzadziej identyfikowano
mozaikowo$¢ chromosomowa (2,3%). Do stwierdzanych
aneuploidii naleza: trisomia 21. pary chromosoméw
(zesp6t Downa), 18. pary (zesp6t Edwardsa), 16. pary,
13. pary (zesp6t Pataua) oraz monosomia chromosomu X
(zespot Turnera) (Kohn i wsp., 2016; Page i Silver, 2016; Pal
i wsp., 2018; Rabiega-Gmyrek i wsp., 2015; Rodrigo, 2019).
Znaczacy jest zaréwno udziat czynnika meskiego jak
i zenskiego. Ramasamy i wsp., (2015a) wykazat istotnie
wyzsze odsetki plemnikéw z disomia chromosomu 13
121 (0,26% vs. 0,08%), 18 (0,18% vs. 0,03%) oraz ptcio-
wych (1,04% vs. 0,38%) wérdéd mezczyzn z par z RPL
w poréwnaniu do mezczyzn ptodnych z normozo-
ospermia. Jedni badacze wykrywaja nosicielstwo aber-
racji chromosomowych 2—4-krotnie czesciej u kobiet niz
u mezczyzn z par z historia poronieti (Pal i wsp., 2018),
drudzy z kolei ujawniaja poréwnywalng czestos$¢ zmian
chromosomowych wéréd kobiet (11%) i mezczyzn z nie-
wielka przewaga wéréd mezczyzn (11,8%) (Alibakhshi
i wsp., 2020). Czestos¢ ta wsrdd par z RPL jest r6zna
w zalezno$ci od badanej populacji oraz liczby utraconych
ciaz iwynosi 2-8% (vs. 0,3-0,4% lub 0,2-0,55% — gene-
ralna populacja), 9,88%, 11,5% lub 11,7% (Alibakhshi
i wsp., 2020; Fan i wsp., 2016; Ghazaey i wsp., 2015; Pal
i wsp., 2018; Sheth i wsp., 2013).

Alibakhshi i wsp. (2020) stwierdzili, ze wéréd anomalii
chromosomowych weryfikowanych u par z RPL 13,95%
stanowity aberracje strukturalne, 0,78% nieprawidto-
wosci liczbowe (jeden przypadek 47,XYY) i az 85,27%
warianty heteromorficzne chromosomdéw, dotyczace
dtugosci regionu heterochromatynowego, wielkosci
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NAWRACAJACE

PORONIENIA

Ryc. 1. Sugerowany udziat czynnika meskiego w poronieniach nawracajacych (szczegdty w tekscie)

RECURRENT

PREGNANCY

Fig. 1. Suggested male factor involved in recurrent pregnancy loss (details in the text)
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satelitéw oraz dtugosci trzonu (,stalk”) ramion krétkich
chromosomoéw akrocentrycznych. W ramach aberracji
strukturalnych chromosomoéw, ci sami autorzy ujawnili
przypadki nosicielstwa zréwnowazonych translokacji
wzajemnych® (u 10 kobiet i 6 mezczyzn) oraz translo-
kacji Robertsonowskich? (u 1 kobiety i 1 mezczyzny).
Chromosomami zaangazowanymi w proces translo-
kacji wzajemnej u mezczyzn byty 1,2, 4,7,9,11122 -
46,XY,t(1;7), 46,XY,t(4;7), 46,XY,t(2;9), 46,XY,t(4;6),
46,XY,t(11;22), z kolei w przypadku translokacji
Robertsonowskiej chromosom 13 — 45,XY,der(13;13).
Inni autorzy takze potwierdzili negatywny wptyw
nosicielstwa translokacji chromosomowych na uzyskanie
cigzy ijej donoszenie (Kar i wps., 2018; Kohn i wsp., 2016;
Page i Silver, 2016; Pal i wsp., 2018). W dwoch przypadkach
transokcji Robertsonowskich 45,XY,der(14;21) (kobieta
byta nosicielem tej samej translokacji) i 45,XY,der(13;14)
(kobieta miata prawidtowy kariotyp) wykonanie proce-
dury ICSI (docytoplazmatyczna iniekcja plemnika, ang.
intracytoplasmic sperm iniection) nie skutkowato cigza
kliniczng. Rekomendowana byta procedura z wyko-
rzystaniem dawcy nasienia. Z kolei w trzecim przypadku
z potwierdzong ta samga translokacja 45,XY,der(13;14)
(kobieta miata prawidtowy kariotyp) po wykonaniu
ICSI uzyskano cigze, ktéra skonczyla sie urodzeniem
meskiego potomka z translokacja odziedziczona po ojcu.
We wszystkich opisanych przypadkach mezczyzni mieli
ciezka oligoastenoteratozoospermia (Kar i wps., 2018).
Nalezy podkreslic, ze zaburzenia chromosomowe plem-
nikéw, zaréwno translokacje jak i aneuploidie zwykle
wykazuje sie u meczyzn z nieprawidtowymi standar-
dowymi parametrami seminologicznymi ze wzgledu
na powazne zaburzenia spermatogenezy (Almesned
iwsp., 2020; Magli i wsp., 2020; Ramasamy i wsp., 2015b).
Na kliniczny indeks ciaz par objetych programem
zaptodnienia in vitro korzystnie wptywa diagnostyka
przedimplantacyjna (PGT, ang. preimplantation genetic
testing), ktéra zdecydowanie jest rekomendowana w przy-
padku stwierdzanych aberracji chromosomowych u part-
neréw i odnotowanych nawracajacych poronien. Nie
mozna pomina¢ faktu, ze niemal 60% zarodkéw uzy-
skanych od par z idiopatycznymi poronieniami nawraca-
jacymi w wywiadzie jest aneuploidalnych. Dzieki wyko-
rzystaniu wynikéw PGT transfer zarodka euploidalnego
pozwolit na zmniejszenie odsetka poronien z 23,7%
na 6,9% lub zwiekszenie odsetka zywych urodzen z 4,9%
do >80% (Alibakhshiiwsp., 2020; Almesned i wsp., 2020;
Hodes-Wertz i wsp., 2012; Kar i wps., 2018; Kohn i wsp.,

1 Translokacja wzajemna ma miejsce wtedy, gdy dochodzi do wymiany
odcinkéw miedzy chromosomami niehomologicznymi. Liczba chromoso-
mow nie zmienia sie. Chromosomy, pomiedzy ktérymi nastapita wymia-
na odcinkéw, maja zmieniona budowe. Wyréznia sie translokacje zréwno-
wazone (brak utraty materiatu genetycznego) i niezréwnowazone (utrata
materiatu genetycznego)

2 Translokacja Robertsonowska ma miejsce wtedy, gdy dochodzi do tacze-
nia sie catych lub prawie catych ramion dtugich chromosoméw akrocen-
trycznych. Diugie ramiona tacza sie na poziomie centromeru, z kolei krét-
kie ramiona sg tracone. Liczba chromosoméw zmniejsza sie i wynosi 45.
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2016; Magli i wsp., 2020; Page i Silver, 2016; Rodrigo, 2019;
Softness i wsp., 2020). Podsumowujac, mozna stwier-
dzi¢, ze za wiekszo$¢ przyczyn idiopatycznych RPL
moga odpowiadac zaburzenia chromosomalne zarodka,
bedace efektem dziedziczenia badz tez mutacji de novo.

B Polimorfizmy genu HLA-G

Gléwny uktad zgodnosci tkankowej (MHC, ang. major
histocompatibility complex) okreslany jest mianem ludz-
kich antygenéw leukocytarnych (HLA, ang. human leu-
kocyte antigens). Biatka je tworzace nalezg do istotnych
makromolekut zaangazowanych we wrodzonga odpo-
wiedz immunologiczng. Uczestnicza m.in. w przyjecie
lub odrzucenie przeszczepu, reakcje alergiczne, procesy
nowotworowe i zaburzenia autoimmunologiczne. W tym
ostatnim przypadku antygeny HLA moga by¢ odpowie-
dzialne za zagniezdzenie zarodka i utrzymanie ciazy.
Geny MHC znajduja sie na ramieniu krétkim chromo-
somu 6 (6p21.3). Wyrdznia sie dwie klasy antygenéw
HLA, r6znigce sie budowa, udziatem w prezentacji anty-
genéw oraz miejscem wystepowania. HLA klasy I (a, b, o)
zlokalizowane sg na wszystkich jadrzastych komérkach
organizmu, a takze na ptytkach krwi i erytrocytach,
natomiast HLA klasy II na komérkach prezentujacych
antygen (APC, ang. antigen presenting cells) (Aldrich i wsp.,
2001; Dahl i Hviid, 2012; Deshmukh i Way, 2019; Hviid,
2015; Klimkiewicz-Wojciechowska i Lech-Mararida, 2012;
Kociwsp., 2018; Persson i wsp., 2017, 2020; Wiktorowicz
i Kaszkowiak, 2018).

Gen kodujacy biatko HLA-G sktada sie z 8 egzonéw
i 7 intronéw. W wyniku alternatywnego splicingu trans-
kryptu HLA-G tworzone sg biatka bedace izoformami
antygenu HLA-G (HLA-G1-G7). Antygen HLA-G,
podobnie jak HLA-E i HLA-F, jest nieklasyczna czasteczka
nalezaca do klasy Ib. Gtéwna jego izoforma HLA-G1
jest transbtonowa glikoproteing zbudowana z faticucha
lekkiego (p2-mikroglobulina) oraz tancucha ciezkiego
zawierajacego trzy domeny (al, a2, a3). Pozostate izo-
formy HLA-G2-G4 zwiazane s3 takze z btong komor-
kowa, natomiast HLA-G5-G7 sg antygenami sekrecyj-
nymi (SHLA-G) wystepujacymi w ptynach ustrojowych
(rycina 2) (Attia i wsp., 2020; Carosella i wsp., 2008; Dahl
i Hviid, 2012; Dahl i wsp., 2014a; Hviid, 2015; Klimkiewicz-
Wojciechowska i Lech-Maranda, 2012; Lin i Yan, 2018;
DPersson i wsp., 2017, 2020). Jak wspomniano wcze-
$niej, antygen HLA-G zaangazowany jest w proces
implantacji zarodka i utrzymania cigzy. Wykrywa sie
go na powierzchniréznicujacego sie trofoblastu w poczat-
kowych tygodniach cigzy oraz na powierzchni powsta-
tego z trofoblastu tozyska. Ponadto stwierdza sie jego
ekspresje w zaptodnionej komérce jajowej (rycina 2)
(Andreotti i wsp., 2018; Hviid, 2015; Dahl i Hviid, 2012;
Deshmukh i Way, 2019; Fu i wsp., 2017).

Uwaza sie, ze HLA-G poprzez wigzanie sie z recep-
torami zlokalizowanymi na komérkach immuno-
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Ryc. 2. Budowa pierwotnego transkryptu genu HLA-G (A), alternatywnych transkryptéw i izoform biatkowych HLA-G1-7 (B), receptoréw dla antygenu

HLA-G (C) oraz rola trofoblastycznego antygenu HLA-G w prawidlowym rozwoju fozyska, zarodka/ptodu (D). 3’'UTR - region mRNA wystepujacy na konicu 3’

niepodlegajacy translacji, ILT-2 — ludzki hamujacy receptor immunoglobulinopodobny 2, ILT-4 - ludzki hamujacy receptor immunoglobulinopodobny 4,
KIR2DL4 - hamujacy receptor 2DL4, NK - komoérki naturalnej cytotoksycznosci (szczegéty w tekscie)

kompetentnych uczestniczy w regulacji wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej. Antygen ten, za posred-
nictwem odpowiednich receptoréw: 1) wplywa
na aktywno$¢ matczynych (macicznych) komérek
NK (ang. natural killer) — hamuje ich cytotoksyczne
dziatanie i jednoczesnie stymuluje je do uwalniania
cytokin i czynnikéw wzrostu, 2) wptywa na funkcje
limfocytéw T cytotoksycznych (CD8+) oraz 3) bierze
udziat w immunoregulacji komérek APC, limfocytéw T

pomocniczych (CD4+) i T regulatorowych (Treg) (supre-
sorowych). Zjawiska te prowadza do tolerancji semiallo-
genicznego zarodka/ptodu przez matczyny uktad odpor-
nosciowy, co niewatpliwie ma kluczowe znaczenie dla
utrzymania cigzy (rycina 2) (Andreotti i wsp., 2018; Attia
iwsp., 2020; Craenmehr i wsp., 2019b; Dahl i Hviid, 2012;
Deshmukh i Way, 2019; Fu i wsp., 2017; Havrylyuk i wsp.,
2015; Hviid, 2015; Nilsson i wsp., 2014; Persson i wsp.,
2017, 2020).
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Fig. 2. HLA-G primery transcript (A), alternative transcripts and HLA-G1-7 protein isoforms (B), HLA-G receptors (C) and role of trophoblastic HLA-G

antigen in normal development of placenta, embryo/fetus (D). 3'UTR - 3" untranslated region of mRNA, ILT-2 — human inhibitory receptors immunoglobulin-

like transcript 2, ILT-4 — human inhibitory receptors immunoglobulin-like transcript 4, KIR2DL4 —-immunoglobulin-like receptor 2DL4, NK - natural
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Wykazano, ze zmniejszona ekspresja antygenu HLA-G
wystepuje w przypadku RPL oraz stanie przedrzucaw-
kowym, co potwierdza jego ochronne dziatanie na cigze
(Nilsson iwsp., 2014; Persson i wsp., 2017, 2020; Wiktorowicz
i Kaszkowiak, 2018; Yazdani i wsp., 2018). Opinie jednak
co do klinicznego znaczenia HLA-G w przypadku poro-
nien nie zawsze s3 zgodne i oczywiste, co podkreslili
Dahl i wsp. (2014a). Z kolei, Eskicioglu i wsp. (2016)
wykazali wieksza ekspresje antygenu HLA-G w grupie
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kobiet ptodnych w odniesieniu do kobiet z poronieniami
wwywiadzie, ale réznica ta nie byta statystycznie istotna.

W uktadzie piciowym meskim ekspresje antygenu
HLA-G wykrywa sie w gonadzie, w tym w komérkach
Sertolego, co jest zrozumiate, komoérki te bowiem m.in.
uczestnicza w immunomodulacji na terenie gonady.
Haploidalne komérki germinalne zlokalizowane w czesci
adluminalnej kanalika nasiennego jako komoérki anty-
genowo obce nie moga by¢ rozpoznawane przez uktad
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immunologiczny. Ponadto ekspresje HLA-G wykazano
w kanalikach odprowadzajacych jadra (fac. ductuli effe-
rentes), najadrzu, prostacie i plazmie nasiennej, w ktore;j
wystepuje rozpuszczalna izoforma tego antygenu —
sHLA-G (Dahl i Hviid, 2012; Dahl i wsp., 2014a; 2014b;
Huviid, 2015; Nederlof i wsp., 2017; Schallmoser i wsp., 2019).

Plazma deponowana w zeniskich drogach rodnych,
wraz z ich wydzieling, uczestniczy w immunomodulacji,
plemniki bowiem jako komérki allogeniczne moga by¢
rozpoznawane przez uktad immunologiczny kobiety i ini-
cjowac odpowiedz immunologiczng. Zawiera ona m.in.
cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu, silne modula-
tory dla mieloidalnych komérek przezentujacych antygen
i rozwoju limfocytéw. Warto zaznaczy¢, ze obecny
w nasieniu tranformujacy czynnik wzrostu p (TGF-B, ang.
transforming growth factor f), inicjujacy produkcje czyn-
nika hemopoetycznego odpowiedzialnego za powstanie
granulocytéw i makrofagéw (GM-CSF, ang. granulocyte
magrophage colony stimulating factor), wraz z prostaglan-
dyna E2 uczestniczy w promowaniu toleracji immuno-
logicznej, np. w rekrutacji matczynych limfocytéw Treg
(Deshmukh i Way, 2019; Hviid, 2015; Szczykutowicz i wsp.,
2019). Istotna role w tych procesach moze odgrywac
sHLA-G, ktéry uczestniczy w immunosupresji. Mozna
przypuszczad, ze zmiany w ekspresji tego antygenu moga
doprowadzi¢ do rozpoznania ojcowskich antygenéw przed
osiggnieciem cigzy badz zmiejsza¢ immunotolerancje
na semiallogeniczny zarodek, co prawdopodobnie moze
obniza¢ szanse na zaptodnienie, prawidtows implantacje
i utrzymanie cigzy (Dahl i Hviid, 2012, Dahl i wsp., 2014a;
2014b; Hviid, 2015; Nederlof i wsp., 2017). Istnieja jednak
doniesienia, w ktérych nie wykazuje sie powiazan miedzy
poziomem sHLA-G w plazmie nasienia a jego jakoscia
(Nilsson i wsp., 2020; Schallmoser i wsp., 2019), poronie-
niami (Craenmehr i wsp., 2019a) badz uzyskaniem cigzy
(Schallmoser i wsp., 2019).

Wiekszos¢ autoréw uznaje polimorfizmy genu HLA-G
jako czynnik etiologiczny RPL. Z przegladu pismien-
nictwa wynika, ze m.in. kliniczne znaczenie maja allele
HLA-G*0104, HLA-G*0105N, HLA-G*01013 (Aldrich i wsp.,
2001; Dahl i Hviid, 2012; Dahl i wsp., 2014a; Koc i wsp.,
2018; Persson i wsp., 2020; Pfeiffer i wsp., 2001; Puscheck
iJeyendran, 2007). Aldrich i wsp. (2001) analizujac geno-
typy u 113 par z historig niewyjasnionych RPL (vs. pary
plodne), po uwzglednieniu wieku matki, liczby wezesniej-
szych poronien i zywo urodzonych, stwierdzili zwiek-
szone ryzyko (OR, ang odds ratio) poronienia, jesli ktéry-
kolwiek z partneréw byt nosicielem allelu HLA-G*0104
lub HLA-G*0105N. Ryzyko to byto ponad 3,5-krotnie
wyzsze w przypadku nosicielstwa (OR = 3,62). Z kolei
trzeci z wymienionych alleli HLA-G*01013 nie wykazywat
asocjacji z poronieniami. Uwaza sie, ze allele HLA-G*0104,
HLA-G*0105N sa odpowiedzialne za zmiany polimor-
ficzne wystepujace w domenie a2 fanicucha ciezkiego anty-
genu HLA-G. Wyniki te cze$ciowo byty zgodne z wyni-
kami Pfeiffer i wsp. (2001), ktérzy analizujac czestosé
wystepowania allelu HLA-G*0105N i HLA-G*01013

w grupie par z RPL (n = 78) i w grupie par ptodnych
(n = 52), stwierdzili statystycznie wieksza czestos¢ wyste-
powania obu alleli w pierwszej z wymienionych grup,
zaréwno wéréd kobiet, jak i mezczyzn. W efekcie opisy-
wanych zmian genetycznych powstaje niefunkcjonalna
izoforma G1 antygenu — HLA-G1. Powyzsze nieprawi-
dowosci moga stanowi¢ nawet do % przyczyn poronien
nawracajacych (Aldrich i wsp., 2001; Persson i wsp., 2017,
2020; Pfeiffer i wsp., 2001; Puscheck i Jeyendran, 2007).

Obok opisanych powyzej polimorfizméw na szcze-
gblna uwaga zastuguja zmiany polimorficzne w regionie
3'UTR® (ang. 3" untranslated region) genu HLA-G, ktére
powoduja zmiany w ekspresji/poziomie rozpuszczalnego
antygenu sHLA-G stwierdzanego w ptynach ustrojowych,
w tym - jak wspomniano wczeéniej — plazmie nasiennej
(Craenmehr i wsp., 2019a; Dahli Hviid, 2012; Dahli wsp.,
2014a; 2014b; Nilsson i wsp., 2020). Region 3" UTR jest
miejscem docelowym dla czasteczek mikro RNA (miRNA,
ang. microRNA) uczestniczacych w posttranskrypcyjne;j
regulacji. Polimorfizmy w tym regionie moga mie¢ wptyw
na stabilnos¢ wigzania miRNA, co w konsekwencji moze
zmniejszaé/zwiekszac ekspresje sHLA-G w zaleznosci
od haplotypu® 3’ UTR (Amodio i wsp., 2016; Craenmehr
2019a; Dahliwsp., 2014a). Do najczesciej identyfikowa-
nych zmian nalezg zmiany pojedynczych nukleotydéw
(SNP, ang. single nucleotide polymorphisms), G/C w pozycji
+3142, A/G w pozycji +3187, C/T w pozycji +3035, C/G
w pozycji +3010, C/G w pozycji +3196, G/T w pozycji
+3509 oraz polimorfizm insercyjno-delecyjny (Ins/Del)
14 par zasad (bp, ang. base-pair) (Amodio i wsp., 2016;
Craenmehr i wsp., 2019a; Dahl i Hviid, 2012; Dahl i wsp.,
2014b; Fan i wsp., 2014, 2017, Hviid, 2015; Kalotra i wsp.,
2018; Koc i wsp., 2018; Monti i wsp., 2019; Nilsson i wsp.,
2014, 2018).

Uwaza sie, ze zmiany polimorficzne 14 bp moga by¢
czynnikiem ryzyka poronien, co wykazato wielu autoréw
(Amodio i wsp., 2016; Dahl i Hviid, 2012; Fan i wsp., 2014,
2017; Koc i wsp., 2018; Nilsson i wsp., 2014; Monti i wsp.,
2019). Amodio i wsp. (2016) stwierdzili powigzanie poli-
morfizmu +14 bp Ins ze zmniejszona ekspresja HLA-G,
z kolei polimorfizmu -14 bp Del ze zwiekszong ekspresja
sHLA-G w grupie kobiet z RPL w wywiadzie (2 poronienia)
w poréwnaniu z grupa kontrolna. Jednak nie zawsze
ujawnia sie wptyw zmian polimorficznych 14 bp na wysta-
pienie poronien (Craenmehr i wsp., 2019a; Fan i wsp., 2017,
Kalotraiwsp., 2018). Craenmehr i wsp. (2019a) nie stwier-
dzili réznic w czestosci tych zmian identyfikowanych
w genie kodujacym antygen sHLA-G plazmy nasiennej
umezczyzn z par z historia RPL w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Z kolei Fan i wsp. (2017), przeprowadzajac
metanalize opublikowanych danych, doszli do wniosku,

3 Region 3’ UTR to region zlokalizowany na koricu 3’'mRNA, nie kodujacy
struktury biatka, dlatego tez nie podlegajacy translacji (synteza biatka),
czyli przepisywaniu sekwencji nukleotydéw na sekwencje aminokwaséw.
4 Haplotyp to grupa sprzezonych polimorficznych alleli, zlokalizowa-
nych na tym samym chromosomie, w catosci odziedziczona od jednego
rodzica i przekazywana na nastepne pokolenie.
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ze zwigzek miedzy polimorfizmem 14 bp a poronie-
niami moze by¢ zalezny od grupy etnicznej. Rasa kau-
kaska wykazuje zdecydowanie wieksze ryzyko wystapi-
enia poronienia niz populacja generalna (OR = 3,09).

I Allotypy antygenu HLA-C
i zwigzane z nim receptory KIR

Antygen HLA-C jest klasycznym, wysoce polimorficznym
antygenem nalezacym do klasy la. Jako jedyny antygen
tej klasy wykazuje ekspresje na powierzchni komérek
trofoblastu. Zgodnie z dostepna wiedza jest dominu-
jacym ligandem dla receptoréw KIR (ang. killer cell immu-
noglobulin-like receptors) zlokalizowanych na powierzchni
komoérek NK wystepujacych w macicy. HLA-C wigze sie
zaréwno z receptorami hamujacymi (KIR2DL1, KIR2DL?2,
KIR2DL3) jak i aktywujacymi (KIR2DS1, KIR2DS2),
przez co ma miejsce modulacja wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej zwigzana z funkcja komérek NK.
Antygen ten wchodzac w interakeje z receptorami KIR
aktywujacymi posredniczy w niecytotoksycznej (nieli-
tycznej) aktywacji macicznych komérek NK, co w konse-
kwencji prowadzi do wydzielania cytokin lub czynnikéw
wzrostu promujacych rozwdj tozyska i zarodka. Zatem
silna aktywacja komérek NK przez HLA-C za posred-
nictwem receptoréw KIR aktywujacych jest zjawiskiem
niezbednym i korzystnym dla prawidlowego przebiegu
ciazy (rycina 3) (Dahl i Hviid, 2012; Havrylyuk i wsp., 2015;
Huviid, 2015; Moffett i Hiby, 2007; Paptichovd i wsp., 2019;
Wiirfel i wsp., 2019; Yang i wsp., 2020).

Wyrdznia sie dwa allotypy czasteczki HLA-C w zalez-
nodci od jej wigzania sie z receptorami KIR. Allotyp
HLA-C1 (asparagina w pozycji 80 domeny al) wchodzi
w interakcje z hamujacymi receptorami KIR2DL2,
KIR2DL3 i aktywujacym KIR2DS2, natomiast HLA-C2
(lizyna w pozycji 80 domeny al) zhamujacym KIR2DL1
i aktywujacym KIR2DS1 (rycina 3). Allotyp HLA-C2
wiaze sie z wiekszg aktywacja receptoréw hamujacych.
Genotyp HLA-C komorek trofoblastu w potowie okre-
$lony jest przez odziedziczony allotyp od ojca i w potowie
od matki. Zatem genotyp HLA-C trofoblastu moze by¢
nastepujacy: C1C1 (homozygota), C2C2 (homozygota),
C1C2 (hrtrozygota). Wyrdznia sie takze dwa haplotypy
genéw kodujacych receptory KIR komorek NK w zalez-
nosci od dominujacego wystepowania aktywujacych lub
hamujacych receptoréw. W haplotypie A dominuja recep-
tory hamujace, z kolei w B aktywujace. Matczyne geno-
typy KIR to AA (brak aktywujacych receptoréw KIR),
BB lub AB (obecnosc¢ od 1 do 5 aktywujacych receptoréw
KIR). Najwieksze ryzyko powiktan potozniczych (stan
przedrzucawkowy, poronienia) ma miejsce w przypadku
matczynego genotypu AA i ptodowego genotypu C2C2,
poniewaz brak jest prawidtowej aktywacji niecytotok-
sycznej dziatalnoéci matczynych komérek NK (rycina 3)
(Dahli Hviid, 2012; Havrylyuk i wsp., 2015; Hviid, 2015;
Moffett i Hiby, 2007; Wiirfel i wsp., 2019).
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Oryginalne prace badawcze potwierdzaja zwigzek
miedzy antygenem HLA-Cijego receptorami KIR a RPL
(Elbagiiwsp., 2020; Hiby i wsp., 2008, 2010). Elbast i wsp.
(2020) przeprowadzajac badania na populacji tureckiej
(pary z historia RPL w wywiadzie [3-6 poronien, brak
wczesniejszej cigzyl vs. zdrowe pary z potomstwem)
stwierdzili wiekszg czestos¢ homozygoty HLA-C2
w grupie mezczyzn z par z RPL (n = 25) w poréwnaniu
do grupy mezczyzn z par zdrowych (n = 24) i populacji
generalnej (n = 1528) oraz nizsza czestos¢ genu KIR2DS3
w grupie kobiet z RPL (n = 25) w poréwnaniu do ptodnych
kobiet (n = 39). Z kolei, Hiby i wsp. (2008) réwniez ujaw-
nili wieksza czestosc¢ allotypu C2 zaréwno u kobiet jak
iumezczyzn z par z RPL niz u par ptodnych (brak powi-
ktan polozniczych, urodzenie dziecka z prawidtowa masa
ciata) (kaukaska grupa etniczna). Co wiecej, w grupie
kobiet z RPL wykazano wieksza czestos¢ genotypu KIR
AA niz w grupie kontrolnej. W nastepnych badaniach
Hiby i wsp. (2010) potwierdzili, ze wspétistnienie wyste-
powania genotypu KIR AA u kobiet i allotypu C2 ptodu
predysponuje do komplikacji przebiegu cigzy (hipotrofia
wewnatrzmaciczna, nawracajace poronienia). Autorzy
stwierdzili wieksza czestos¢ allotypu C2 ptodu (komérki
tozyska) (genotyp C2C2, C1C2) niz allotypu C2 u matki
(genotyp C1C1, C1C2). Na tej podstawie posrednio suge-
rowali, ze za powiklania w czasie cigzy mdgt by¢ odpo-
wiedzialny genotyp ojca (C2C2, C1C2).

Mutacje i polimorfizmy genow
odpowiedzialnych za trombofilie

Trombofilia jest zespotem chorobowym, ktéry cha-
rakteryzuje sie zwiekszona skionnoscia do powsta-
wania zakrzepéw zylnych, niekiedy tetniczych, spo-
wodowanych zaburzeniami w uktadzie krzepniecia.
Wyrézniamy trombofilie wrodzone uwarunkowane
genetycznie spowodowane jedno- lub dwuallelicznymi
mutacjami badz tez polimorfizmami genéw, ktére biorg
udziat w kaskadzie krzepniecia i fibrynolizie: mutacja
genu czynnika V krzepniecia (1691G>A — mutacja
Leiden)®, mutacja genu protrombiny (20210G>A)° oraz
polimorfizm (677C>T) genu MTHER kodujacego reduk-
taze 5,10-metylenotetrahydrofolianowg (MTHER, ang.

5 Czynnik V krzepniecia uczestniczy w szlaku pro- i antykoagulacyj-
nym. Czynnik V Leiden jest wariantem czynnika V, powstaje w wyniku
mutacji punktowej 1691G>A (Leiden) genu kodujacego czynnik V zlokali-
zowanego na diugiem ramieniu chromosomu 1. Powstate biatko podlega
prawidlowej aktywacji w procesie krzepniecia, niemniej jednak wykazuje
opornosc¢ na dziatanie aktywowanego biatka C, ktére spetnia role antyko-
agulacyjna. Mutacja Leiden dziedziczna w sposéb dominujacy zwieksza
ryzyko choréb zakrzepowo-zatorowych.

6 Protrombina (czynnik II krzepniecia), nieaktywny rozpuszczalny pre-
kursor trombiny wystepujacy w surowicy krwi. Jest glikoproteing wytwa-
rzana przez watrobe w obecnosci witaminy K. Trombina odpowiedzialna
jest za przeksztalcanie fibrynogenu do fibryny, ktéra jest gléwnym bial-
kiem skrzepu krwi. Mutacja punktowa 20210G>A wystepujaca w regionie
3’UTR genu protrombiny zlokalizowanego na krétkim ramieniu chromo-
somu 11 prowadzi do wzrostu stezenia protrombiny we krwi, a w nastep-
stwie dozwiekszeniakrzepliwoscikrwi, co zwiekszaryzyko choréb zakrze-
powo-zatorowych. Mutacja20210G>A dziedziczy sie w sposéb dominujacy.
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Ryc. 3. Budowa allotypéw antygenu HLA-C (A), haplotypy genéw KIR (B), budowa receptoréw KIR (C), rola trofoblastycznego antygenu HLA-C w rozwoju

tozyska, zarodka/ptodu (D) oraz znaczenie haplotypéw genéw KIR i allotypéw antygenéw HLA-C w utrzymaniu cigzy (E). NK - komérki naturalnej

cytotoksycznosci, PIGF - fozyskowy czynnik wzrostu, TGF-p — transformujacy czynnik wzrostu f, VEGF — naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu
(szczegoty w tekscie)
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Fig. 3. Structure of HLA-C allotypes (A), KIR haplotypes (B), structure of KIR receptors (C), role of trophoblastic HLA-C antigen in development of placenta,
embryo/fetus (D) and significance of KIR haplotypes and HLA-C antigen allotypes in pregnancy maintenance (E) NK - natural killer cells, PIGF - placental
growth factor, TGF-p - transforming growth factor-p, VEGF — vascular endothelial growth factor (details in the text)
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5,10-methylenetetrahydrofolate reductase)’. Dodatkowo
zwraca sie uwage na wrodzone niedobory biatek C*1 S°,
a takze niedobdr antytrombiny III. Z kolei trombofilie
nabyte moga by¢ spowodowane zespotem antyfosfoli-
pidowym, trombocytopenia indukowang heparyna oraz
nieprawidtowosciami biatek uczestniczacych w krzep-
nieciu (np. nabyta opornoé¢ na biatko C). Ponadto
czynnikiem ryzyka moga by¢ choroby nowotworowe,
nocna napadowa hemoglobinuria, chemio- i radiote-
rapia, palenie, otylos¢ i zaawansowany wiek (Alecsandru
i wsp., 2021; Kurzawiniska i wsp., 2009; Pasinska i wsp.,
2012; Regan i wsp., 2011; Stevens i wsp., 2016; van Dijk
i wsp., 2020; Voicu i wsp., 2020). W przebiegu trombofilii
dochodzi¢ moze do zakrzepicy w tozysku, niewydolnosci
tozyskowej, stanu przedrzucawkowego oraz wewnatrz-
macicznego zahamowania wzrastania ptodu, a w efekcie
poronien nawracajacych lub utraty ptodu w drugiej
potowie cigzy (Barut i wsp., 2018; Eslami i wsp., 2020;
Jivraj i wsp., 2006; Puscheck i Jeyendran, 2007; Rastogi
i wsp., 2019; Voicu i wsp., 2020; Youssef i wsp., 2020).

W przypadku kobiet wptyw defektéw genéw odpowie-
dzialnych za trombofilie na poronienia jest dobrze udo-
kumentowany (Ahangarii wsp., 2019; Barut i wsp., 2018;
Eslamiiwsp., 2020), natomiast w przypadku mezczyzn jest
on niejednoznaczny. Jedni autorzy wskazuja na mutacje
tych genéw jako potencjalng przyczyne poronien (Barut
i wsp., 2018; Jivraj i wsp., 2006; De Galan-Roosen i wsp.,
2005; Regan i wsp., 2011; Udry i wsp., 2014), inni z kolei
nie wykazuja zwigzku miedzy tymi mutacjami a poronie-
niami (Pasquier i wsp., 2009; Toth i wsp., 2008).

Jivrajiwsp. (2006) wykazali zmniejszona szanse na uro-
dzenie zywego dziecka, jesli ktérykolwiek z partneréw
byt nosicielem wiecej niz 1 mutacji powodujacej trombo-
filie (mutacja Leiden, genu protrombiny 20210G>A, poli-
morfizm 677C>T genu MTHFR) w poréwnaniu z parami,
u ktérych nie stwierdzono tych mutacji. Wzgledne ryzyko
poronien nawracajacych wzrastalo prawie 2-krotnie.
Ponadto odsetek zywo urodzonych podczas nastepne;j
ciazy przy braku zastosowania profilaktyki zakrzepowo-
-zatorowej byt zdecydowanie mniejszy (odpowiednio:
17% vs. 56%). Z kolei Udry i wsp. (2014) wykazali, ze cze-
sto$¢ mutacji Leiden genu czynnika V krzepniecia byta
istotnie wyzsza w grupie mezczyzn z par z historig RPL
w poréwnaniu z grupa kontrolng (odpowiednio: 16,7%
vs. 3%). W przypadku czestosci mutacji genu protrom-
biny 20210 G>A nie stwierdzono réznic statystycznie
istotnych miedzy poréwnywanymi grupami mezczyzn.

7 Reduktaza MTHEFR jest enzymem odgrywajacym kluczowa role w me-
tabolizmie folianéw i w regulacji stezenia homocysteiny i metioniny.
Polimorfizm 677C>T genu MTHEFR zlokalizowanego na krétkim ramie-
niu chromosomu 1 prowadzi do nieprawidtowej aktywnos¢ reduktazy
MTHEFR, co w efekcie powoduje wzrost stezenia homocysteiny w surowicy
krwi i w konsekwencji staje sie czynnikiem ryzyka zmian zakrzepowych.
Mutacja dziedziczy sie w sposéb dominujacy.

8 Biatko C, zalezne od witaminy K, jako aktywna proteaza serynowa jest
inhibitorem czynnika Vi VIII krzepniecia krwi.

9 Biatko S jest glikoproteing zalezng od witaminy K, niezbedna do akty-
wacji biatka C.

Ponadto autorzy ujawnili, ze mutacja Leiden zwiekszata
ponad 6-krotnie ryzyko (OR = 6,47) wystapienia poronien
nawracajacych, co zostato réwniez potwierdzone przez
analize retrospektywna opracowang przez Regan i wsp.
(2011). Wykazali oni, ze mutacja Leiden byta zwigzana
z 2-krotnym wzrostem czestosci RPL w [ trymestrze ciazy
(OR =2,01) oraz prawie 8-krotnym wzrostem po 22. tygo-
dniu cigzy (OR = 7,83). Réwniez De Galan-Roosen i wsp.
(2005) ujawnili, ze u mezczyzn z par z historig RPL
czedciej wystepowata opornoéc na aktywowane biatko
C (22% vs. 0% w grupie kontrolnej) powodujaca proza-
krzepowy defekt hemostazy (patrz przyp. 5i 8). Z kolei
Toth i wsp. (2008) oraz Pasquier i wsp. (2009) nie zna-
lezli zadnego istotnie statystycznego powigzania miedzy
mutacja Leiden, mutacja protrombiny 20210G>A oraz
polimorfizmem 677C>T umezczyzn z par z historiag RPL.

Mikrodelecje i polimorfizmy dtugiego
ramienia chromosomu Y

Chromosom Y odgrywa istotna role zaréwno podczas
réznicowania sie gonady meskiej, jak i w utrzymaniu
zdrowia i ptodno$ci mezczyzny. Istotne geny/regiony
zlokalizowane sa na krétkim i dtugim ramieniu tego
chromosomu. W obrebie dtugiego ramienia wystepuje
zespot gendw krytycznych dla spermatogenezy, nazwa-
nych czynnikiem azoospermii (AZF, ang. azoospermia
factor). W obrebie tego zespotu wyréznia sie 3 regiony:
AZFa, AZFb oraz AZFc. Delecje w tych regionach powo-
duja hipospermatogeneze, kryptospermatogeneze, jej
zatrzymanie badz catkowity brak, stad tez prowadza
do nieptodnosci meskiej (rycina 4) (Kayser, 2017; Krausz
i Casamonti, 2017; O’Flynn i wsp., 2010; Signore i wsp.,
2020). Wsréd mezczyzn nieptodnych od 2% do 4%
ma mikrodelecje w regionie AZF (Abur i wsp., 2019;
Arumugam i wsp., 2021). Az 80% przypadkéw zwigza-
nych jest z delecja AZFc powodujaca azoospermie lub
ciezka oligozoospermie. U ok. 66% mezczyzn z tg delecja
wykazuje sie obecnoé¢ plemnikéw w nasieniu (Devan
i wsp., 2006). Nalezy podkresli¢, ze weryfikacja mutacji
w regionie AZFc rekomendowana jest, gdy w nasienia
wystepuje <1 mln/mL plemnikéw. Z kolei bardzo rzadko
stwierdza sie delecje w tym regionie, gdy koncentracja
plemnikéw w nasieniu wynosi >5 mln/mL. Korzystny
prognostycznie jest fakt, iz w przypadku azoospermii
u mezczyzn z mutacja w AZFc istnieje szansa na pozy-
skanie plemnikéw z jadra (TESE, ang. testicular sperm
extraction). Z kolei delecja regionu AZFb powodujaca
zatrzymanie spermatogenezy zdecydowanie zmniejsza
szanse na zastosowanie metody TESE, ktéra w tym przy-
padku nie jest rekomendowana, podobnie jak w przy-
padku delecji w regionie AZFa prowadzacej do zespotu
samych komorek Sertolego (SCOS, ang. Sertoli cell-only
syndrome) (Devan i wsp., 2006; Dhanoa i wsp., 2016; Dziuba,
2017, Kayser, 2017; Krausz i Casamonti, 2017; Witczak
i wsp., 2013; O’Flynn i wsp., 2010; Signore i wsp., 2020).
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Trudno jednoznacznie ustali¢, czy zmiany w dtugim
ramieniu chromosomu Y sg czynnikiem ryzyka RPL,
dane z pi$miennictwa bowiem nie zawsze sa zgodne.
Dewan i wsp. (2006) u 14 z 17 mezczyzn z par z RPL
(82%) stwierdzili mikrodelecje w proksymalnym regionie
AZFc, wtym u 11 (65%) liczba mikrodelecji wynosita
>3. Zmian takich autorzy nie ujawnili w przypadku
mezczyzn ptodnych. Podobne wyniki uzyskali Karaer
i wsp. (2008). Badacze u 7 z 43 mezczyzn z par z RPL
(16%) wykazali >1 mikrodelecji w regionie AZF (vs. 0%
w grupie 43 mezczyzn ptodnych). Wiekszos¢ mikrode-
lecji wystepowala w regionie AZFb. Z kolei Wang i wsp.
(2017) u12,03% mezczyzn z par z RPL (61 z 507) stwier-
dzili polimorfizmy (1gh+, inv(9), 9gh+, 16gh+, grup
D/G, Ygh- and Ygh+) w dtugim ramieniu chromosomu
Y (vs. 2,15% w grupie 465 mezczyzn ptodnych). Ryzyko
wystepowania badanych zmian polimorficznych u tych
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mezczyzn byto zdecydowanie wyzsze w poréwnaniu
z grupa ptodna i zalezato od rodzaju polimorfizmu (OR
od 2,805 do 12,07).

Nie mozna pominac faktu, ze istniejg doniesienia,
w ktérych autorzy nie wykazuja zwigzku miedzy mikro-
delecjami w regionie AZFa, AZFb, AZFc a RPL i nie reko-
menduja genetycznej analizy dtugiego ramienia chro-
mosomu Y w przypadku mezczyzn z par z RPL (Ahmadi
i wsp., 2018; Bellver i wsp., 2010; Ghorbian i wsp., 2012;
Pereza i wsp., 2013; Wettasinghe i wsp., 2010).

B zaburzenia epigenetyczne
Obok zmian genetycznych oraz cytogenetycznych, obej-

mujacych mutacje, polimorfizmy i strukturalne zabu-
rzenia chromosomdéw, w etiopatogenezie poronien


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16595224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18822402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18822402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28183871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28183871
https://tumj.tums.ac.ir/browse.php?a_id=8475&sid=1&slc_lang=en
https://tumj.tums.ac.ir/browse.php?a_id=8475&sid=1&slc_lang=en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20501469
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22924114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23410896
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20943704

UDZIAL CZYNNIKA MESKIEGO W PORONIENIACH NAWRACAJACYCH

centromere

<
<

<+———short arm———»,

/PART\

Essential for male health and fertility
genes/regions localized on Y chromosome

Pazralll AzFb || AzZFc

USPYY,

long arm

v

RBMY, PRY
Gene/regione Function DBY (DDX3 Y) ’
The pseudoautosomal region 1 of the Y
chromosome contains 24 genes, involved in cell
PAR1 . R N
cycle regulation, DNA replication and transcription, . . . R
splicing and maturation of neutrophils Deletions in AZF (azoospermia factor) regiones
Sex determining region Y gene encodes a Deletion Phenotype
SRY transcription factor which initiates male sex
determination AZFa Sertoli cell-only syndrome —
azoospermia
Testis specific protein Y-linked 1 gene, involved in
TSPY the control of ¢ i
€ control of spermatogenesis AZFb Spermatogenic arrest — azoospermia
Ubiquitin specific peptidase 9 Y-linked gene, . .
uspay involved in the control of spermatogenesis AZFb + AZFc Spermatogenic arrest — azoospermia
DBY DEAD-box helicase 3 Y-linked gene, involved in AZFc Oligozoospermia or azoospermia
(DDX3Y) premeiotic germ cell development
Chromodomain protein Y-linked gene, involved in arigr
CcDY 8 B ’ (deletion of proximal part of . . .
histone replacement the AZFc region, loss of Oligozoospermia or azoospermia
some DAZ genes)
RNA binding motif protein Y-linked gene, involved
RBMY . . S
in regulation of splicing
PRY PTPN13 like Y-linked gene, involved in regulation of
apoptosis
Deleted in azoospermia gene family, involved in
DAZ regulation of translation, meiosis, and germ cell
population
The pseudoautosomal region 2 of the Y
PAR2 chromosome contains 5 genes, involved in
transport vesicle fusion and encoding the interleukin
9 receptor

Fig. 4. Scheme of Y chromosome displaying genes/regions associated with testis development, male health and fertility

na znaczeniu zyskuja réwniez badania dotyczace zmian
epigenetycznych (Cheungiwsp., 2019; El Hajj i wsp., 2011;
Ibrahim i Hotaling, 2018). W odréznieniu od mutacji,
zmiany epigenetyczne odpowiedzialne sa za kontrole
ekspresji materiatu genetycznego bez zmian w jego
nukleotydowej sekwencji. Jednym z mechanizméw tej
kontroli jest tzw. pietno genomowe (imprinting geno-
mowy, ang. genomic imprinting) (rycina 5). Kontroluje
ono dostepnos¢ genéw i ich promotoréw dla czynnikéw
transkrypcyjnych, reguluje ekspresje 1-2% genéw koduja-
cych biatka ludzkiego organizmu. Mechanizm ten oparty
jest na znacznikach epigenetycznych, ktére pozwalaja
komorce rozrézniaé rodzicielskie pochodzenie alleli,
co skutkuje monoalleliczng ekspresja kopii genu odzie-
dziczonej po matce lub po ojcu. Gtéwne modyfikacje
materiatu genetycznego w tym procesie to: 1) metylacja
cytozyny w wyspach CpG (rejony DNA bogate w cytozyne
i guanine) zlokalizowanych miedzy innymi w promoto-
rach genéw i w regionach DNA o zréznicowanej metylacji

(DMR, ang. differentially methylated regions) i 2) metylacja
histonéw. Co interesujace, materiat genetyczny meskich
gamet wydaje sie bardziej podatny na zaburzenia epigene-
tyczne niz komérek somatycznych, ponadto zaburzenia
te zwiekszaja sie wraz z wiekiem mezczyzny. Jak wyka-
zali Jenkins i wsp. (2014) $rednia liczba zmian w metylacji
genomu plemnikéw w regionach hipermetylowanych
wynosita 0,3% rocznie a w regionach hipometylowanych
0,28%, podczas gdy w komérkach somatycznych byto
to tylko 0,15%. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze btedy
w imprintingu materiatu genetycznego, w tym ojcow-
skiego, podobnie jak mutacje sa dziedziczone, zatem moga
przyczyniac sie zaréwno do nieprawidtowego rozwoju
zarodka i/lub niskiego wskaznika uzyskiwanych ciaz, jak
i wzrostu czestosci poronien. Dzieje sie tak poniewaz pra-
widtowy wzér ekspresji genéw ojcowskich i matczynych
ma kluczowe znaczenie dla rozwoju i funkcjonowania
zarodka oraz tozyska (Arias-Sosa i wsp., 2018; Elbracht
i wsp., 2020; Marques i wsp., 2017; Sebire i wsp., 2020).
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Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy zmiany poziomu metylacj DNA w czasie zycia ptodowego, ontogenezy oraz zaptodnienia i wczesnego rozwoju zarodka (A)
ze szczegdlnym uwzglednieniem zmian w poziomie metylacji genomu komérek PGC i gamet (B). Specyficzne dla rodzicielskich alleli znaczniki epigenetyczne
sa dziedziczne, ale musza by¢ ,wymazywane” w kazdym kolejnym pokoleniu. U ssakéw podczas gametogenezy i wczesnej embriogenezy zachodza dwa
gtéwne zdarzenia epigenetycznego przeprogramowania catego genomu. Po zaptodnieniu dochodzi do globalnej demetylacji rodzicielskiego DNA. Ojcowski
genom w sposéb aktywny jest demetylowany juz przed pierwszym podziatem zygoty (na etapie przedjadrzy), z kolei matczyny jest demetylowany pasywnie
pdzniej w czasie wezesnych podziatéw blastomeréw zarodka az do osiagniecia stadium blastocysty. Nastepnie, przed implantacja zarodka do endometrium
macicy, nanoszony jest de novo wzér metylacji DNA zalezny od pici zarodka i od przeznaczenia komérek (komoérki ICM wykazuja wyzszy poziom metylacji
DNA niz komérki TE). Ustalony nowy wzér metylacji utrzymuje sie w komérkach zarodka, za wyjatkiem komérek PGC. W tych komérkach zostaje
usuniety wzoér metylacji DNA, a nastepnie jest on nanoszony ponownie w czasie gametogenezy. Nieprawidtowy wzér metylacji DNA moze by¢ efektem
nieprawidtowego imprintingu genomu podczas gametogenezy, w wyniku niepowodzenia w usuwaniu i ustaleniu nowego wzoru metylacji lub moze by¢
efektem braku utrzymania wzoru metylacji nanoszonego po zaptodnieniu (patrz btyskawice na rycinie). Co wazne, nieprawidtowosci te moga by¢ przyczyna
nieprawidtowego rozwoju zarodka i sta¢ sie czynnikiem idiopatycznych poronien lub tez moga nie powodowac utraty cigzy. Konsekwencja tego moga
by¢ choroby zwigzane z nieprawidtowym imprintingiem (rzadkie choroby, czesto o bardzo ciezkim przebiegu). Wskazuje to, ze odpowiednia ekspresja
niewielkiej grupy genéw (1-2%) jest kluczowa dla prawidtowego rozwoju. ICM - wezet zarodkowy, PGC — komérki prapiciowe, TE - trofoektoderma (Gunes
i Esteves, 2021; Ishida i Moore, 2013; Elbracht i wsp., 2020; Swales i Spears, 2005).

Wplyw znaczenia zaburzen imprintingu genomu
plemnikéw na sukces rozrodczy potwierdzaja wyniki
badan El Hajj i wsp. (2011). Autorzy ci ujawnili dodatnia
zalezno$¢ miedzy poziomem metylacji regionéw ALU*

10 Sekwencje ALU to wielokrotnie powtérzone (ok. 1 mln) sekwencje nu-
kleotydowe (280 par zasad) wystepujace w ludzkim genomie. Sekwencje
ALU naleza do transpozonéw (skaczacych genéw), a doktadnie do retro-
transpozondéw. Sekwencje retrotranspozonowe przepisywane sa na RNA
a nastepnie za pomoca odwrotnej transkryptazy na DNA i z wykorzysta-
niem integraz wbudowywane w nowe loci.
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(retrotranspozonéw) a urodzeniem zywego dziecka, jed-
noczesnie wykazujac, ze obnizenie poziomu metylacji
tych regionéw moze prowadzi¢ do poronien. Réwniez
Khambata i wsp. (2021), w genomie plemnikéw mezczyzn
z par z historig RPL, ujawnili znaczny spadek globalnego
poziomu metylacji DNA, spadek poziomu metylacji wysp
CpG w promotorze genéw nalezacych do LINE-1"" oraz

11 LINE-1 (ang. long interspersed nuclear elements) to dtugie rozproszone sek-
wencje retrotranspozonowe o wielkoéci przynajmniej kilku tysiecy par zasad.
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Fig. 5. Scheme showing changes in the DNA methylation level during fetal life, ontogenesis, fertilization and early embryo development (A) with particularly
emphasis on changes in genome methylation occurring in PGCs and gametes (B). Maternal and paternal allele-specific epigenetic markers are inherited
but have to be ‘erased’ in each generation. Two major events of genome-wide epigenetic reprogramming take place in mammals during gametogenesis and
early embryogenesis. After fertilization, global demethylation is curried out. The paternal genome undergoes active demethylation before the first zygote
division (at the pronuclei stage), while maternal genome is demetylated later by a DNA replication-dependent passive mechanism, until embryo reach
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w regionach DMR genéw IGF2/H19", a takze w regio-  nie wykazali réznic w czestosci epigenotypu metylacji

nach IG-DMR".

Jednakze badania dotyczace wptywu tych zmian
na ryzyko wystapienia poronient wciaz sa nieliczne i nie
zawsze sg zgodne. Przyktadowo, Poorang i wsp. (2018)

12 Gen H19 znajduje sie w ulegajacym imprintingowi regionie chromoso-
mu 11 w poblizu genu insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (IGF2, ang,.
insulin-like growth factor 2). Ten gen jest aktywny tylko w chromosomie
dziedziczonym po matce, podczas gdy IGF2 jest aktywny tylko w chromo-
somie dziedziczonym po ojcu. Produktem tego genu jest dtuginiekodujacy
RNA, ktéry dziata jako supresor nowotworu. Mutacje w tym genie powia-
zano z zespotem Beckwitha-Wiedemanna i nowotworem Wilmsa.

13 IG-DMR (ang. intergenic germline-derived differentially methylated re-
gions) to sekwencje DNA o zréznicowanej metylacji, ktérych wzorce mety-
lacji ustalaja sie w komorkach zarodkowych po zaptodnieniu

promotora genu MTHFR w plemnikach mezczyzn z par
z historig PRL w odniesieniu do mezczyzn z potwierdzong
plodnoscia. Stad tez, uzasadniona wydaje sie koniecznosé
prowadzenia dalszych badan w celu doglebnej weryfikacji
znaczenia zmian epigenetycznych genomu plemnikéw
w poronieniach.

B standardowe parametry nasienia
Nie ulega watpliwosci, ze konwencjonalna ocena nasienia

odgrywa istotna role w postepowaniu diagnostycznym
i terapeutycznym w przypadku nieptodnosci partnerskie;j.
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W standardowym badaniu seminologicznym ocenia sie
nie tylko plemniki, ale takze caty ejakulat. Analiza sktada
sie z oceny mikroskopowej (np. catkowita liczba, koncen-
tracja, ruchliwo$¢, morfologia, zywotno$¢ plemnikéw)
oraz makroskopowej (np. czas uptynnienia, wyglad, obje-
tos¢, pH, lepkos¢ nasienia). Biorac pod uwage wyniki
podstawowej oceny seminologicznej, wielu autoréw
podejmowato prébe znalezienia zwigzku miedzy nimi
a poronieniami. Nalezy wyraznie podkredli¢, ze zwigzek
miedzy standardowymi parametrami nasienia a poro-
nieniami moze mie¢ charakter posredni, bowiem jak
wspomniano juz wczeéniej, m.in. aberracje chromo-
somowe, nie obojetne dla przebiegu spermatogenezy,
sa czynnikiem etiologicznym obnizonych parametréw
seminologicznych i poronien (Almesned i wsp., 2020; Kar
iwsp., 2018; Magli i wsp., 2020; Ramasamy i wsp., 2015b).

Uzyskane dane nie zawsze sa jednoznaczne i zgodne.
Jedni autorzy wykazuja zwiazek miedzy konwencjonalng
charakterystyka plemnikéw a RPL, inni nie potwier-
dzaja tego zwiazku, co wiecej wykazuja go jedynie
miedzy wyselekcjonowanymi parametrami nasienia
(Carlini i wsp., 2017; Eisenberg i wsp., 2017; Li i wsp.,
2021; Zhang i wsp., 2012, 2020; Zidi-Jrah i wsp., 2016).
Na podstawie przegladu pismiennictwa mozna stwier-
dzi¢, ze $rednia liczba plemnikéw z ruchem poste-
powym w grupie mezczyzn ptodnych (grupa kontrolna)
byta 1,69-krotnie (Venkatesh i wsp., 2011), 1,7-krotnie
(Zidi-Jrah i wsp., 2016), 1,26-krotnie (Gil-Villa i wsp.,
2010) oraz 1,14-krotnie (Absalan i wsp., 2012) wieksza
niz w grupach mezczyzn z par z RPL w wywiadzie (grupa
badana). Z kolei catkowita ruchliwo$¢ plemnikéw byta
1,83-krotnie (Brahem i wsp., 2011), 1,67-krotnie (Imam
i wsp., 2011), 1,42-krotnie (Bellver i wsp., 2010) oraz
1,26-krotnie (Bhattacharya, 2008) wieksza w grupie
kontrolnej w poréwnaniu z grupg RPL. Podobnie kon-
centracja plemnikéw byta 4,3-krotnie (Venkatesh i wsp.,
2011), 1,44-krotnie (Bellver i wsp., 2010), 1,23-krotnie
(Zhang i wsp., 2012) oraz 1,21-krotnie (Gil-Villa i wsp.,
2010) wieksza w grupie mezczyzn ptodnych niz w grupie
mezczyzn z par z RPL. Biorac pod uwage odsetek plem-
nikéw morfologicznie prawidtowych, byt on 1,8-krotnie
(Zidi-Jrah i wsp., 2016), 1,51-krotnie (Absalan i wsp.,
2012), 1,47-krotnie (Carrell i wsp., 2003), 1,42-krotnie
(Imam i wsp., 2011), 1,38-krotnie (Gil-Villa i wsp., 2010),
1,2-krotnie (Venkatesh i wsp., 2011), 1,19-krotnie (Zhang
iwsp., 2012) i 1,12-krotnie (Khadem i wsp., 2014) wiekszy
w grupie mezczyzn ptodnych niz w grupie badane;j.
Dodatkowo wady gtéwki ponad 1,5-krotnie czesciej
wystepowaly umezczyzn z par z RPL (Zidi-Jrah i wsp.,
2016). Potwierdzeniem znacznego wpltywu parametréw
nasienia na wystepowanie poronien jest metaanaliza
z 2020 r. (Zhang i wsp., 2020), w ktérej grupa badawcza
stanowito prawie 2500 mezczyzn z par z niewyjasnio-
nymi przyczynami RPL. Ujawniono, iz w nasieniu tych
mezczyzn byla istotnie obnizona catkowita liczba plem-
nikéw, ich koncentracja, ruchliwo$é¢ oraz morfologia
w poréwnaniu z grupg kontrolng mezczyzn ptodnych.
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Nie mozna jednak pominac faktu, ze w dostepnym
pi$miennictwie istnieja doniesienia, w ktérych nie wyka-
zano réznic miedzy grupa kontrolng a grupa mezczyzn
z par z RPL w przypadku objetosci nasienia (Brahem i wsp.,
2011, Eisenbergiwsp., 2017, Zhu i wsp., 2020), koncentracji
plemnikéw (Bhattacharya, 2008; Brahem i wsp., 2011; Carrell
iwsp., 2003; Eisenberg i wsp., 2017, Zidi-Jrah i wsp., 2016),
ich morfologii (Brahem i wsp., 2011; Eisenbergi wsp., 2017)
oraz ruchu postepowego (Bhattacharya, 2008; Eisenberg
iwsp., 2017). Stad tez w przypadkach trudnych klinicznie
nie mozna poprzesta¢ tylko na standardowej ocenie semi-
nologicznej, ktéra jak wiadomo nie zawsze dostarcza
wyczerpujacych informacji dotyczacych zdolnosci plem-
nikéw do zaptodnienia. Dlatego tez wielu autoréw uzu-
pelnia standardowa charakterystyke plemnikéw o ocene
statusu ich chromatyny i stresu oksydacyjnego w nasieniu
(Agarwal i wsp., 2019; Dhawan i wsp., 2019; Esteves
iwsp., 2021; Jayasena i wsp., 2019; Khadem i wsp., 2014;
Selvam i wsp., 2021; Zhang i wsp., 2020; Zhu i wsp., 2020).

B Stres oksydacyjny w nasieniu

Stres oksydacyjny jest spowodowany zachwianiem réw-
nowagi pomiedzy wytwarzaniem reaktywnych form
tlenu (RFT, ang. reactive oxygen species) (rodnik hydrok-
sylowy, tlen singletowy, nadtlenek wodoru, anionorodnik
ponadtlenkowy) a ochronnym dziataniem antyoksyda-
cyjnym obejmujacym uktad enzymatyczny (np. dysmu-
taza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationu, reduktaza
glutationu, katalaza) jak i nieenzymatyczny (np. vitaminy
AL E, C, B, glutation, koenzym Q10, karnityna, tauryna,
hipotauryna, cysteina, homocysteina, laktoferyna, cynk,
miedz, selen). Stanowi¢ moze czynnik etiologiczny wielu
zaburzen ogélnoustrojowych, w tym nieptodnosci
meskiej (Aitken i Drevet, 2020; Fraczek i Kurpisz, 2015;
Ritchie i Ko, 2021; Walczak-Jedrzejowska, 2015; Walczak-
Jedrzejowska i wsp., 2013). W sposéb fizjologiczny REFT
uczestnicza w procesie spermiogenezy, apoptozy, proli-
feracji, przekazywania sygnatéw wewnatrz- i miedzyko-
moérkowych oraz prawidtowym zaptodnieniu. Ich stezenie
moze rosnaé w wielu sytuacjach klinicznych. Wyrézniamy
czynniki egzogenne i endogenne powodujace wzrost RET.
Do pierwszych nalezj styl zycia (palenie papieroséw,
otytos¢, stres, alkohol, nieprawidtowa dieta uboga w anty-
oksydanty), zaawansowany wiek, zaburzenia endokryno-
logiczne, zawodowe i srodowiskowe narazenie na metale
ciezkie, toksyny i temperature, niektore leki, przebyta
chemio- i radioterapia. Do endogennych czynnikéw
wplywajacych na poziom stresu oksydacyjnego naleza
miejscowe stany zapalne/infekcyjne uktadu moczowo-
-plciowego, zaburzenia procesu spermatogenezy, choroby
uktadowe, zylaki powrézka nasiennego, wnetrostwo,
wazektomia oraz niewydolnos¢ uktadu antyoksyda-
cyjnego (Agarwal i Majzoub, 2017; Agarwal i wsp., 2019;
Aitken i Drevet, 2020; Aitken i wsp., 2003; Dutta i wsp.,
2019; Esteves i wsp., 2021; Walczak-Jedrzejowska, 2015).
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UDZIAL CZYNNIKA MESKIEGO W PORONIENIACH NAWRACAJACYCH

W wyniku stresu oksydacyjnego w uktadzie ptciowym
meskim dochodzi do peroksydacyjnego uszkodzenia fos-
folipidéw bton komérkowych, co w efekcie powoduje
obnizenie ich ptynnosci oraz zmniejszenie ich funkcji
transportowych i receptorowych. Jednym z produktéw
peroksydacji lipidéw jest cytotoksyczny dialdehyd
malonowy (MDA, ang. malonodialdehyde), ktérego ste-
zenie ro$nie wraz ze zwiekszonym wydzielaniem RFT.
W dalszym etapie powstate aldehydy moga uszkadza¢
zaréwno biatka, jak i kwasy nukleinowe. Oksydacyjne
uszkodzenie biatek dotyczy przede wszystkim tych ami-
nokwaséw, ktére zawieraja grupy sylfhydrylowe (-SH).
W wyniku ich utleniania powstajg mostki dwusiarcz-
kowe (-S-S-). Ponadto ma miejsce nieodwracalna mody-
fikacja aminokwaséw (np. wprowadzenie grup karbo-
nylowych lub hydroksylowych), fragmentacja tanicucha
polipeptydowego i tworzenie sie niekorzystnych wigzan
wewnatrz czasteczki biatka i pomiedzy nimi, co moze
powodowac utrate aktywnosci biologicznej biatka, zabu-
rzenie dziatania enzymow i transporteréw btonowych.
Z kolei w wyniku uszkodzenia materiatu genetycznego
przez RET wykrywa sie modyfikacje zasad azotowych
(np. 8-OHdG - 8-hydroksy-2"-deoksyguanozyna) i reszt
cukrowych, a takze rozerwanie wigzan fosfodiestrowych
taricucha DNA. W konsekwencji dochodzi do fragmen-
tacji zaréwno jadrowego, jak i mitochondrialnego DNA
(moga powstawac pojedyncze i podwdjne naciecia nici
DNA) (Agarwal i wsp., 2017, 2020, 2021; Ahmadi i wsp.,
2016; Barati i wsp., 2020; Gill i wsp., 2019; Ritchie i Ko,
2021; Walczak-Jedrzejowska i wsp., 2013).

Nie ulega watpliwosci, ze zmiany, jakie moga zacho-
dzi¢ w uktadzie piciowym meskim pod wpltywem
stresu oksydacyjnego na poziomie komérkowym, beda
skutkowaty zaburzeniami spermatogenezy i w konse-
kwencji moga prowadzi¢ do oksydacyjnego uszkodzenia
meskich komérek rozrodczych skutkujacego zaburze-
niem ich czynnodciifinalnie obnizeniem ptodnosci mez-
czyzny lub wystgpieniem nieptodnosci. Wykazuje sie
bowiem, ze az w 80% nieptodnosci idiopatycznej meskiej
ma miejsce stres oksydacyjny w nasieniu. Co wiecej,
stres ten przenoszony do zenskich drég rodnych moze
niekorzystnie wptywac nie tylko na proces kapacytacji
meskich gamet, ale takze na komoérke jajowa i rozwi-
jajacy sie zarodek, a w efekcie powodowac jego poro-
nienie, zaréwno w przypadkach naturalnej koncepcji, jak
i wspomaganych medycznie (Agarwal i Majzoub, 2017;
Agarwal i wsp., 2019, 2021; Aitken i Drevet, 2020; Dhawan
iwsp., 2017, 2019; du Fossé i wsp., 2020; Gil-Villa i wsp.,
2009; Shamsi i wsp., 2011; Showell i wsp., 2014). Nalezy
zwrdci¢ uwage — 0 czym wspomniano juz wczeéniej —
ze jednym z etiologicznych czynnikdéw stresu oksydacyj-
nego w nasieniu sa stany zapalne/infekcyjne w meskim
uktadzie moczowo-piciowym (np. zapalenie gruczotu
krokowego, pecherzykéw nasiennych, drég moczowych)
zwigzane ze wzrostem mikropatogenéw, leukocytéw
i cytokin prozapalnych (np. IL-1B, IL-6, TNF-a), ktére jak
sugeruje sie moga niekorzystnie wptywac na parametry

seminologiczne i przebieg cigzy. Stad wnikliwa analiza
biomarkeréw stanu zapalnego/infekg;ji jest jak najbar-
dziej uzasadniona (Aitken i Drevet, 2020; Fraczek i Kurpisz,
2015; Havrylyuk i wsp., 2015; Liu i wsp., 2021; Walczak-
Jedrzejowska, 2015).

Badacze potwierdzaja zwigzek stresu oksydacyj-
nego z poronieniami. Wykazano wyzsze stezenie RFT
w nasieniu mezczyzn z par z RPL w poréwnaniu z grupa
mezczyzn z par ptodnych (Dhawan i wsp., 2019; Jayasena
i wsp., 2019; Kamkar i wsp., 2018; Shamsi i wsp., 2011,
Venkatesh i wsp., 2011). Stezenie to byto ok. 19,5-krotnie
(Venkatesh i wsp., 2011), 9,3-krotnie (Shamsi i wsp., 2011),
4,5-krotnie (Jayasena i wsp., 2019) oraz 1,8-krotnie
wyzsze (Dhawan i wsp., 2019). Wykazano, ze az 62,5%
mezczyzn z par z RPL miato podwyzszone stezenie RET
w nasieniu (vs. 32,5% mezczyzn z par ptodnych) (Shamsi
iwsp., 2011). Interesujace wyniki uzyskali Dhawan i wsp.
(2019). Badacze analizujac krzywa ROC (ang. receiver ope-
rating characterisitic) i pole powierzchni pod ta krzywa
(AUC, ang. area under curve), ujawnili, ze wartoscia gra-
niczna (odciecia) stezenia RET w nasieniu mezczyzn byta
warto$¢ 27,88 RLU/s/mln plemnikéw (metoda chemi-
luminescencji), powyzej ktérej statystycznie wzrastato
ryzyko poronienia. Az 69,4% badanych mezczyzn z par
z RPL miatlo stezenie RFT powyzej eksperymentalnie
ustalonej wartosci granicznej (vs. 24,6% mezczyzn
z par ptodnych). Co wiecej, autorzy tych badan podaja,
ze ryzyko wystapienia poronienia byto ponad 4-krotnie
wyzsze, gdy stezenie RET w nasieniu wynosito powyzej
uzyskanej wartosci odciecia (Dhawan i wsp., 2019).

Nie mozna pomina¢ faktu, ze w przypadku stresu
oksydacyjnego w nasieniu istnieje ryzyko obnizenia
jakosci nasienia, w tym integralnosci jadrowego DNA
plemnikéw, co w konsekwencji moze uposledzac proces
zaptodnienia, rozwdj zarodka i uzyskanie cigzy (Agarwal
i wsp., 2019, 2020; Aitken i wsp., 2017; Baskaran i wsp.,
2021; Bellver i wsp., 2010; Cho i Agarwal, 2018; Dhawan
i wsp., 2019; Esteves i wsp., 2021; Homa i wsp., 2019;
Jayasena i wsp., 2019; Kamkar i wsp., 2018; Selvam i wsp.,
2021; Shamsi i wsp., 2011; Venkatesh i wsp., 2011). Stad
tez na szczegblna uwage zastuguja badania, w ktérych
autorzy wykazuja korzystny wptyw suplementacji anty-
oksydantami (np. p-karoten, witamina C, witamina E,
koenzym Q10, L-karnityna, cynk, likopen) na konwen-
cjonalne parametry seminologiczne, obnizenie stresu
oksydacyjnego, zwiekszenie integralnosci DNA plem-
nikéw, liczby uzyskanych ciaz oraz zywych urodzen
(Agarwal i wsp., 2019; Ahmadi i wsp., 2016; Cardoso i wsp.,
2018; Gil-Villa i wsp., 2009; Ross i wsp., 2010; Showell
i wsp., 2014). Na podstawie przeprowadzonej meta-
analizy Showell i wsp. (2014) wykazali, ze stosowanie
antyoksydantéw u mezczyzn z obnizong ptodnoscia
lub nieptodnych (od 3 do 26 tygodni) moze zwiekszac
ponad 3-krotnie szanse na uzyskanie cigzy oraz ponad
4-krotnie szanse na zywe urodzenia. Ponadto 2-mie-
sieczna lub 3-miesieczna terapia antyoksydantami
mezczyzn z par korzystajacych z zaptodnienia in vitro
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pozwolita na uzyskanie odpowiednio 48,3% ciaz kli-
nicznych (vs. 6,9%) lub 38,5% (vs. 16%) (Ahmadi i wsp.,
2016; Ross i wsp., 2010). Ujawniono takze, ze minimum
3-miesieczna suplementacja antyoksydantami w grupie
mezczyzn z par z RPL, podwyzszonym indeksem frag-
mentacji jadrowego DNA plemnikéw (DFI >24, ang. DNA
fragmentation index) lub ze zwiekszona peroksydacja jego
lipidéw umozliwita uzyskanie potomstwa w przypadku
6 z 9 suplementowanych mezczyzn (Gil-Villa i wsp., 2009).
Z przegladu piémiennictwa jednak wynika, ze wptyw
terapii antyoksydantami na zmniejszenie odsetka poro-
nien nie jest oczywisty i wymaga wiekszej liczby badan
randomizowanych (Showell i wsp., 2014).

B Status chromatyny plemnika

Status chromatyny plemnika (integralno$¢ DNA, pro-
taminacja, odpowiednia ilo§¢ histonéw jadrowych, pra-
widtowa kondensacja chromatyny) coraz powszechniej
staje sie uznanym i rekomendowanym biomarkerem,
zwlaszcza w takich przypadkach jak: zylaki powrdzka
nasiennego, idiopatyczna nieptodnos¢, nieptodnos¢
zwigzana ze stylem zycia, parametry seminologiczne
na granicy prawidtowe/nieprawidtowe, zastosowanie
technik wspomaganej prokreacji oraz w przypadkach
nawracajacych poronien (Agarwal i wsp., 2021; Bender
Atikiwsp., 2018; Esteves i wsp., 2021). Zatem ocena inte-
gralnoscii dojrzatosci chromatyny plemnikéw moze by¢
czynnikiem predykcyjnym w warunkach naturalnej kon-
cepdji, jak i w sytuacji wykorzystania technik wspoma-
ganej prokreacji, poniewaz — 0 czym wspomniano wcze-
$niej — status chromatyny moze mie¢ wptyw na proces
zaptodnienia, rozwdj zarodka i uzyskaniu ciazy i w kon-
sekwencji w przypadku jego obnizenia moze stac sie
przyczyna poronien (Agarwal i wsp., 2020, 2021; Carlini
iwsp., 2017; Cissen i wsp., 2016; Esteves i wsp., 2021; Gill
iwsp., 2019; Kazerooni i wsp., 2009; Rodrigo, 2019; Selvam
i wsp., 2021; Softness i wsp., 2020; Talebi i wsp., 2016;
Tsuribe i wsp., 2016; Wang i wsp., 2020).

Obecnie uznaje sie istnienie trzech mechanizmdéw
odpowiedzialnych za powstawanie nacie¢ podwojne;j
helisy DNA: zaburzenia przebudowy chromatyny podczas
spermiogenezy, ,nieudany” apoptoze plemnikéw (ang.
abortive sperm apoptosis) i stres oksydacyjny. Uwaza sie,
ze zaburzenia reorganizacji chromatyny plemnikéw
podczas spermiogenezy wiaza sie z nieprawidtows jej
protaminacja i zwiekszeniem w niej zawartosci histonéw
jadrowych, w efekcie dochodzi do obnizenia jej integral-
noéci manifestujacej sie obecnoscia podwéjnych nacieé
nici DNA, ktére nie sg naprawiane wskutek uposledzenia
procesu naprawczego i maja status przetrwatych nacie¢
DNA. Podwéjne naciecia nici DNA to réwniez efekt ,nie-
udanej” apoptozy plemnikéw. Dotyczy on uszkodzo-
nych komérek germinalnych/gamet, ktére nie do konica
przeszty proces apoptozy, uniknety bowiem eliminacji
przez komorki Sertolego wchodzace w sktad nabtonka
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plemnikotwoérczego. Aktywacja wykonawcéw apoptozy —
kaspaz (proteazy cysteinowe) i w konsekwencji jadrowych
endonukleaz prowadzi do pojawienia sie w ejakulacie
plemnikéw z nacieciami DNA. Z kolei pojedyncze, a takze
podwdjne naciecia nici DNA powstajg wskutek oksyda-
cyjnego uszkodzenia DNA (np. w najadrzu), w wyniku
ktérego powstaje np. 8-OHdAG, o czym wspomniano juz
wezeéniej. W efekcie dochodzi do rozerwania nici DNA
i powstania pojedynczych jej peknie¢. Jednak w nastep-
stwie stresu oksydacyjnego ma miejsce takze tworzenie
sie toksycznych produktéw peroksydacji lipidéw bto-
nowych plemnika (np. MDA lub 4HNE [4-hydrokyno-
nenall)), ktére moga aktywowac kaspazy i endonukleazy
iw efekcie generowa¢ podwdéjne naciecia DNA (Agarwal
iwsp., 2020, 2021; Esteves i wsp., 2021; Gill i wsp., 2020;
Softness i wsp., 2020; Zhu i wsp., 2020).

Z przegladu pismiennictwa, w tym przeprowadzo-
nych przez autoréw metaanaliz, wynika, ze wzrost
odsetka plemnikéw z nieprawidtowym statusem chro-
matyny wigze sie z istotnym zwiekszeniem ryzyka RPL
zaréwno w przypadku naturalnej prokreacii, jak i wspo-
maganej medycznie. Wielu badaczy wykazato, ze odsetek
plemnikéw z uszkodzona chromatyna mezczyzn z par
z historia RPL (grupa badana) byt istotnie wyzszy
w poréwnaniu z grupa mezczyzn ptodnych (grupa kon-
trolna). Autorzy stosuja rézne metody weryfikacji statusu
chromatyny — oceniaja zaréwno fragmentacje DNA plem-
nikéw, jak i protaminacje oraz kondensacje ich chroma-
tyny (Carlini i wsp., 2016; Haddock i wsp., 2021; Khadem
iwsp., 2014; Klimczak i wsp., 2021; Li i wsp., 2021; McQueen
i wsp., 2019; Robinson i wsp., 2012; Tan i wsp., 2018; Yifu
i wsp., 2020; Zhao i wsp., 2014; Zidi-Jrah i wsp., 2016).

Haddock i wsp. (2021) wjawnili 33,32 +0,57% plem-
nikéw z pofragmentowanym DNA (test kometowy)
w grupie badanej (vs. 14,87 £0,66%), z kolei inni autorzy
wykazali 30,05 £6,3% (vs. 9,03 +2,9%), 18,8 +7,0% (vs.
12,8 £5,3%), 17,1% (vs. 10,2%) 1 14,49 +6,09% (vs. 9,65
+3,66%) plemnikéw TUNEL-pozytywnych z peknieciami
nici DNA (Carlini i wsp., 2016; Kamkar i wsp., 2018; Talebi
i wsp., 2016; Zidi-Jrah i wsp., 2016), natomiast Khadem
iwsp. (2014) zanotowat az 43.3% (vs. 16.7%) plemnikéw
z nieprawidtowg dyspersja chromatyny (test SCD, ang.
sperm chromatin dispersion), a Kamkar i wsp. (2018) 25,95
+10,20% (vs. 19,44 +7,62%) plemnikéw z pofragmento-
wanym DNA (DFI, test SCSA [ang. sperm chromatin struc-
ture assay]). W nasieniu mezczyzn z par z RPL stwierdza
sie réwniez istotnie wyzsze odsetki plemnikéw o obni-
zonej protaminacji (test z chromomycyna A3) (42,35
+13,12% vs. 23,03 +7,5%) (Talebi i wsp., 2016) i ze zwiek-
szong zawarto$ciag histonéw jadrowych (test z btekitem
aniliny) (23,6% vs. 11,8%; 88,94 +2% vs. 73,60 +3%)
(Mohanty i wsp., 2016; Zidi-Jrah i wsp., 2016).

Ciekawe analizy przeprowadzili Zhu i wsp. (2020).
Badacze wykazali, ze w grupie mezczyzn z par z RPL
byto istotnie wiecej przypadkow (42,3%) z wysokim
poziomem uszkodzenia plemnikowej chromatyny
(DFI >30%) w poréwnaniu z mezczyznami (13,1%) z par,
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UDZIAL CZYNNIKA MESKIEGO W PORONIENIACH NAWRACAJACYCH

u ktérych wykazano kliniczna ciaze w wyniku procedury
in vitro. Potwierdza sie, ze warto$¢ DFI >40% zdecydo-
wanie zwieksza ryzyko poronienia. Za warto$¢ prawi-
dlowa, ktéra wiaze sie z wysoka ptodnoscia, uznaje sie
DFI od 1 do 15% (Cheng i wsp., 2020; Cho i wsp., 2017,
Esteves i wsp., 2021; Evenson, 2017, Oleszczuk i wsp., 2016).

Nie zawsze jednak ujawnia sie zwigzek miedzy sta-
tusem chromatyny plemnikéw a poronieniami. Warto§¢
odsetka plemnikéw z nieprawidtowa chromatyna nie
koniecznie moze by¢ czynnikiem ryzyka utraty ciazy
(Chen i wsp., 2020; Green i wsp., 2020). Sugeruje sie,
ze uszkodzenia DNA plemnika moga by¢ naprawiane
przez komorke jajowa na poziomie tworzenia sie przed-
jarza meskiego jeszcze przed replikacja ojcowskiego
genomu i moga by¢ kontynuowane az do osiagniecia przez
zarodek stadium blastocysty, co ma istotne znaczenie
kliniczne podczas hodowli zarodkéw w warunkach in
vitro. Stad tez mozna przypuszczad, ze patomechanizm
odpowiedzialny za poronienia moze by¢ powiazany z nie-
naprawieniem uszkodzen nici DNA plemnika, ktére nie
sa tolerowane. Brak naprawy peknie¢ DNA moze unie-
mozliwi¢ konieczna przebudowe chromatyny meskie;j
gamety (usuwanie protamin i histonéw jadrowych a wbu-
dowywanie histonéw somatycznych) i jej epigenetyczne
przeprogramowanie. Kompetencje oocytu ijego dojrza-
tos¢ beda decydowaly o dalszych losach zarodka. Nalezy
wspomnied, ze zdolnoéci oocytu do naprawy uszkodzen
plemnikowego DNA istotnie sie zmniejszajg po 35. r.z.
kobiety (Horta i wsp., 2020; Jeseta i wsp., 2020; Khokhlova
i wsp., 2020; Kuhakulla i wsp., 2021).

B Zaawansowany wiek mezczyzny

Nieodwracalnym, a przez to niebagatelnym czynnikiem
wplywajacym na sukces rozrodczy danej pary jest nie
tylko wiek kobiety, ale takze wiek mezczyzny. Badacze
poszukuja tzw. zaawansowanego wieku ojcowskiego
(APA, ang. advanced paternal age), powyzej ktérego ist-
nieje ryzyko niepowodzen w rozrodzie, sugeruje sie 35.
lub 40. r.z. (Agarwal i wsp., 2016; Alshahrani i wsp., 2014;
du Fossé i wsp., 2020; Halvaei i wsp., 2020; Harris i wsp.,
2017; Jaleel i Khan, 2013; Nybo Andersen i Urhoj, 2017;
Piasecka i Gill, 2021; Rosiak i wsp., 2017a, 2017b, 2019;
Sharma i wsp., 2015; Wang i wsp., 2017, Wu i wsp., 2015).

Wraz z wiekiem mezczyzny obnizaja sie podsta-
wowe parametry seminologiczne oraz rosnie poziom
uszkodzenia chromatyny plemnika (Gill i wsp., 2019,
2020; Piasecka i Gill., 2021; Rosiak i wsp., 2017a, 2019).
Wedtug Stone i wsp. (2013) warto$¢ parametréw nasienia
nie zmienia sie do 34. r.z., po czym dynamicznie spada,
powodujac wzrost niepowodzen rozrodu niezaleznie
od wieku matki. Stwierdzono, ze wiek negatywnie
wplywa na objetos¢ ejakulatu (>40. r.z.), liczbe plemnikéw
(>50. 1.z.), ich morfologie (>40. r.z.), ruchliwo$¢ (>35. r.z.
lub 43. r.z.) i zywotnosc¢ (>35. r.z.) (Jaleel i Khan, 2013;
Molina i wsp., 2010; Piasecka i Gill, 2021; Stone i wsp., 2013).

Proces starzenia powoduje réwniez zmiane stezenia pier-
wiastkéw sladowych (wapn, cynk, siarka, miedz), fruk-
tozy i aktywnosci a-glukozydazy obojetnej w plazmie
nasienia (>45. r.z.), co sugeruje dysfunkcje pecherzykéw
nasiennych, prostaty i najadrza (Henkel i wsp., 2005;
Molina i wsp., 2010; Nybo Andersen i Urhoj, 2017). Nie
ulega watpliwosci, ze wymienione zaburzenia moga
obniza¢ zdolno$¢ plemnikéw do zaptodnienia w warun-
kach naturalnej koncepcji. Wiekszos¢ doniesien wska-
zuje, ze ryzyko nieptodnosci, a w nastepstwie koniecz-
noé¢ zastosowania metod wspomaganego rozrodu
wzrasta znacznie >40. r.z. mezczyzny (Agarwal i wsp.,
2016; du Fossé i wsp., 2020; Mukhopadhyay i wsp., 2010;
Ramasamy i wsp., 2015a). Warto zwrécié uwage, ze w przy-
padku mezczyzn juz >35. r.z. szansa na uzyskanie natu-
ralnej koncepdji u ich partnerek w ciggu 12 miesiecy byta
2-krotnie nizsza (vs. mezczyzni <25. r.z.) (Ramasamy
i wsp., 2015a). Klinicznie wigze sie to m.in. z zaburze-
niami zaptodnienia, rozwoju zarodka i dtuzszym czasem
oczekiwania na cigze oraz ze zwiekszonym ryzykiem
poronienia (du Fossé i wsp., 2020; Eisenberg i Meldrum,
2017; Harris i wsp., 2017; Jaleel i Khan, 2013; Johnson
iwsp., 2015; Nybo Andersen i Urhoj, 2017, Nybo Andersen
iwsp., 2004; Puscheck i Jeyendran, 2007; Ramasamy i wsp.,
2015a; Sharma i wsp., 2015; Yatsenko i Turek, 2018).

Du Fossé i wsp. (2020), ktérzy dokonali przegladu
pi$miennictwa i przeprowadzili metaanalize danych,
wykazali, iz ryzyko poronien spontanicznych rosnie
ponad 1,2-krotnie, gdy mezczyzna w momencie
poczecia dziecka miat >40. r.z., prawie 1,5-krotnie, gdy
miat >45. r.z. w poréwnaniu z mezczyznami w wieku
25-29 lat. Podobne wyniki uzyskali inni autorzy
(De La Rochebrochard i Thonneau, 2002; De La Rochebrochard
iwsp., 2003), ktérzy stwierdzili prawie 2-krotnie wyzsze
ryzyko poronien, gdy mezczyzna byt >40. r.z. (vs. mez-
czyzni w wieku 20-29 lat), w szczegdlnosci gdy kobieta
byta >35.r.z. Z kolei Slama i wsp. (2005) ujawnili,
ze ryzyko poronien spontanicznych, niezaleznie od wieku
kobiety w [ trymestrze cigzy, wzrastato 1,27-krotnie, gdy
mezczyzni byli 235. r.z. w poréwnaniu z mezczyznami
<35.1.z. Jednak w grupie kobiet <30. r.z, ryzyko to byto
ok. 1,6-krotnie wyzsze. Wedtug tych samych autoréw
ryzyko poronien u kobiet, ktérych partnerzy w chwili
poczecia potomstwa mieli 40, 45, 1 50 lat, zdecydowanie
wzrastato i wynosito odpowiednio 1,58, 1,74, 1,90.

Uwaza sie, ze patomechanizm poronien zwiazanych
z wiekiem mezczyzny moze by¢ spowodowany zmniejsze-
niem integralnosci jadrowego DNA plemnikéw, poniewaz
wiek partnera moze by¢ czynnikiem ryzyka zaburzen
reorganizacji materiatu genetycznego komérek germi-
nalnych (Rosiak i wsp., 2017a, 2019; Zhu i wsp., 2020).
Potwierdzaja to wyniki badan, w ktérych wykazano kore-
lacje miedzy wiekiem mezczyzny a fragmentacja DNA
plemnikéw i w efekcie wzrost czestoéci RPL (Carlini i wsp.,
2017; Zhu i wsp., 2020). Jednak wptyw wieku mezczyzn
na ryzyko poronien jest niejednoznaczny, nie zawsze
bowiem obserwuje sie zwiazek miedzy wiekiem partnera
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a poronieniami (Dain i wsp., 2011; Ferreira i wsp., 2010),
co wiecej moze by¢ on zalezny od standardowych para-
metréw seminologicznych (Ferreira i wsp., 2010). Ferreira
i wsp. (2010) donosza, ze w przypadku mezczyzn z oli-
gozoospermig wiek badanych miat wptyw na odsetek
implantacji i uzyskanych ciaz; u par z oligozoospermia
szansa na uzyskanie cigzy zmniejszata sie o 5% na kazdy
rok zycia partnera. Zalezno$ci tych autorzy nie obserwo-
wali w grupie mezczyzn z normozoospermia.

Nie mozna pomina¢ faktu, ze wiek ojca moze miec
wplyw réwniez na organogeneze i w nastepstwie powo-
dowac wady wrodzone u potomstwa (Janeczko i wsp., 2020;
Nybo Andersen i Olsen, 2011; Rosiak i wsp., 2017b; Sharma
i wsp., 2015; Taylor i wsp., 2019; Yatsenko i Turek, 2018).
Z przegladu pismiennictwa wynika, ze czesto$¢ przetok
tchawiczo-przetykowych oraz achondroplazji u urodzo-
nych dzieci byta odpowiednio 2,55-krotnie i 3,48-krotnie
wyzsza, gdy mezczyzna w chwili poczecia miat >30. r.z.
w poréwnaniu z mezczyznami <30. 1.z. Z kolei czestosé
wystepowania ubytkéw przegrody miedzykomorowej
i przedsionkowej wzrastata odpowiednio 3,63-krotnie
oraz 1,95-krotnie, gdy mezczyzna w chwili poczecia
miat >35. r.z. (Piasecka i Gill, 2021; Sharma i wsp., 2015).

B Podsumowanie

Wiele opublikowanych danych dowodzi, ze rola czyn-
nika meskiego w poronieniach nawracajacych, przede
wszystkim w przypadkach poronien idiopatycznych
powinna by¢ szczegélnie brana pod uwage i niebagate-
lizowana, zwtaszcza gdy nieptodne pary kwalifikowane
sa do zaptodnienia pozaustrojowego. Do najczestszych
i najlepiej poznanych czynnikéw ryzyka poronien nalezy
czynnik genetyczny, ktéry zwiazany jest nie tylko z kla-
sycznymi aberracjami liczbowymi chromosoméw autoso-
malnych lub ptciowych i aberracjami strukturalnymi (np.
translokacje wzajemne lub Robertsonowskie) uniemoz-
liwiajacymi prawidtowy rozwéj zarodka/ptodu i utrzy-
manie cigzy, ale takze z polimorfizmami genéw uczest-
niczacych we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
(antygen HLA-G, HLA-C, receptory KIR), ktéra w warun-
kach prawidtowych od momentu dostania sie plemnikéw
do drég rodnych kobiety jest modulowana i w konse-
kwencji ma miejsce tolerancja uktadu odpornosciowego
kobiety wobec semiallogenicznego zarodka. Inne czynniki
genetyczne to mutacje i polimorfizmy genéw odpowie-
dzialnych za trombofilie, mikrodelecje i polimorfizmy
stwierdzane w dtugim ramieniu chromosomu Y, a takze
zaburzenia epigenetyczne zwigzane z nieprawidtowym
poziomem metylacji pietnowanych genéw plemnika
(zaburzenia imprintingu genomowego). Jeszcze inne dys-
kutowane i sugerowane czynniki ryzyka poronien to obni-
zona jako$¢ nasienia, czesto powigzana z aberracjami
chromosoméw i ze stresem oksydacyjnym przyczynia-
jacym sie m.in. do nieprawidtowego statusu chromatyny
meskich komoérek rozrodczych. Ponadto, zaawansowany
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wiek mezczyzny (>35 r.z. lub >40 r.z. ), ktéry czesto jest
niedoceniany, szczegdlnie wraz z zaawansowanym
wiekiem kobiety (>35 r.z.) moze powodowac utrate ciazy.

Majac na uwadze wymienione powyzej czynniki
ryzyka poronienn nalezy szczegélna uwage zwrdcié
na weryfikacje nosicielstwa zaburzen genetycznych
i istotnych biomarkeréw jakosci nasienia (np. status
chromatyny, markery stanu zapalnego). Ponadto, nie
mozna bagatelizowac oceny strukturalno-funkcjonalne;j
meskich komoérek rozrodczych, bowiem w przypadkach
drastycznych ich nieprawidtowosci mozna spodziewac
sie podloza genetycznego, ktére moze by¢ przyczyna
braku koncepcji badZ nawracajacych poronien. Uwaga
réwniez powinna by¢ zwrécona na styl zycia partneréw,
gdyz czynniki $rodowiskowe maja swéj istotny wptyw
na jakos¢ gamet.

Nalezy jednak podkredli¢, ze wyniki wielu autoréw
dotyczace etiologii poronien czesto sa niezgodne i nie-
jednoznaczne, co moze byc’ zwigzane z zastosowaniem
réznych, nie zawsze dostepnych metod badawczych,
trudnosciami w interpretacji uzyskanych danych i z ich
potencjalnym znaczeniem klinicznym. Ponadto, ujaw-
nienie jednoznacznej przyczyny poronien nie zawsze
jest mozliwe ze wzgledu na réznorodnos¢ przypadkéw
klinicznych uwarunkowanych zaréwno czynnikiem
zenskim jak i meskim. Stad tez istnieje ciggta potrzeba
prowadzenia dalszych badan, szczegdlnie randomizowa-
nych na duzej liczbie par, réwniez w celu opracowania
nowych, opartych na dowodach medycznych algorytméw
diagnostyczno-terapeutycznych uwzgledniajacych udziat
czynnika meskiego w poronieniach.
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INSTRUKCJE DLA AUTOROW
INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

B Informacje ogdine

Czasopismo ,Postepy Andrologii Online” jest periodykiem
ukazujacym sie co 6 miesiecy (pétrocznik) w wersji elek-
tronicznej. Czasopismo publikuje prace z zakresu fizjo-
logii i patologii meskiego uktadu ptciowego. Tematyka
obejmuje zaréwno zagadnienia kliniczne (etiopato-
geneza, diagnostyka i terapia zaburzen), jak i wyniki
badan doswiadczalnych. Czasopismo przyjmuje prace
oryginalne, pogladowe oraz kazuistyczne. Ponadto beda
zamieszczane listy do Redakdji, streszczenia i ttuma-
czenia publikacji anglojezycznych, informacje o dzialal-
nosci Polskiego Towarzystwa Andrologicznego, komu-
nikaty informujace o konferencjach naukowych oraz
sprawozdania i streszczenia prezentacji z kongreséw
i konferencji naukowych w Polsce i zagranica.

B Optaty zwigzane z publikacja artykutéw

Czasopismo nie pobiera zadnych optat za przygotowanie,
opublikowanie i rozpowszechnianie artykutéw za wyjat-
kiem komercyjnych reklam.

B Odpowiedzialnos¢ etyczna autoréw

Procedury etyczne stosowane w Postepach Andrologii
Online zostaty stworzone w oparciu o wytyczne Committe
on Publication Ethics (COPE), European Associated of
Science Editors (EASE), International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE) 1 World Association of Medical
Editors (WAME), ktére majg na celu utrzymanie inte-
gralnosci badan i ich prezentacji. Manuskrypt zgtoszony
do Redakcji musi spetnia¢ nastepujace kryteria:
Praca nie byta wczesniej publikowana w czesci lub
catosci (autoplagiat), z wyjatkiem materiatéw zjaz-
dowych, chyba ze nowa praca dotyczy rozszerzenia
wezeséniejszych opublikowanych danych.
+ Pracanie zostata réwnoczesnie skierowana do publi-
kacji w innym czasopismie.
- Uzyskane dane z badan oryginalnych nie powinny
by¢ publikowane w czesciach w celu zwiekszenia

liczby publikacji (,salami” publications), ale w catosci.
Takie postepowanie jest nieetyczne i nie do przyjecia.
Jednakze, dopuszczalne jest prezentowanie danych
w czedciach, jesli ma to na celu uzyskanie przejrzy-
stej interpretacji wynikéw oraz analize konkretnych
wynikéw w réznych manuskryptach.

- Zadne dane zamieszczone w manuskrypcie nie
zostaty sfabrykowane i/lub zmanipulowane.

- Autorzy powinni by¢ przygotowani na przestanie

odpowiedniej dokumentacji lub danych w celu wery-
fikacji wynikéw.
Publikacja nie narusza praw autorskich innych
0s6b. Prezentowane dane, teksty i teorie nie sa pla-
giatem. Autorzy powinni cytowad publikacje innych
autoréw oraz wilasnej grupy badawczej, ktére sg
niezbedne dla analizy i interpretacji prezentowa-
nych danych.

+ Wszyscy autorzy powinni wnie$¢ znaczacy wktad
naukowy w badania, a takze uczestniczy¢ w pisaniu
i rewizji manuskryptu. Autorzy dzielg sie zbiorowa
odpowiedzialnoscia i odpowiedzialnoscia za wyniki.
Wypelnili i podpisali o§wiadczenie autoréw (http://
www.postepyandrologii.pl/pdf/Oswiadczenie
autorow.pdf), akceptujac skierowanie pracy do druku.

+ Honorowe autorstwo jest niedozwolone.

+ Dodawanie i/lub usuwanie autoréw i/lub zmiana
kolejnosci autoréw na etapie rewizji moze by¢ dopusz-
czalna i wymaga pisemnego uzasadnienia oraz zgody
wszystkich autoréw. Zmiany w autorstwie i/ lub kolej-
nosci autoréw nie sg akceptowane po zatwierdzeniu
manuskryptu do druku.

+ Autorzy zobowigzani sa do podania w manuskrypcie
wszelkich zrédel finansowania badan.

Jezeli zgtoszony do Redakcji manuskrypt nie bedzie
spetniat powyzszych kryteriéw Redaktor Naczelny
ma prawo odrzuci¢ artykut i zwréci¢ Autorowi.

B Badania z udziatem ludzi i/lub zwierzat
Badania przeprowadzone na ludziach powinny by¢ zgodne

z ogélnie przyjetymi standardami etycznymi okreslo-
nymi w Deklaracji Helsiniskiej z 1964 r. i péZniejszymi
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poprawkami lub poréwnywalnymi standardami etycz-
nymi. Z kolei, badania prowadzone na zwierzetach
powinny by¢ zgodne z miedzynarodowymi, krajowymi
i/lub instytucjonalnymi wytycznymi dotyczacymi opieki
i wykorzystania zwierzat. Informacja o zgodzie wlasciwej
Komisji Etycznej na przeprowadzenie badania i $wia-
domej zgodzie pacjentéw na udziat w badaniu powinna
znalez¢ sie w rozdziale ,Materiat i metody”. W przypadku
badan retrospektywnych taka zgoda nie jest wymagana.
Autorzy opiséw przypadkéw sa zobowigzani do nieujaw-
niania personaliéw opisywanych pacjentéw, a w przy-
padku fotografii umozliwiajacych identyfikacje pacjenta
zawsze nalezy uzyskacd pisemna zgode pacjenta.

B Konflikt intereséw

W pracy powinny by¢ ujawnione wszelkie finansowe i oso-
biste relacje autoréw z innymi osobami lub organiza-
cjami, ktére mogltyby niewtasciwie wptynac¢ na ich prace.
Ewentualny konflikt intereséw powinien by¢ opisany
w o$wiadczeniu autoréw (http://www.postepyandrologii.
pl/pdf/Oswiadczenie autorow.pdf). Informacje te nie
beda ujawniane recenzentom.

B Informacje o prawach autorskich

Autor/autorzy przesytajac manuskrypt wraz z ilustra-
cjami i tabelami, automatycznie i nieodptatnie prze-
nosi/przenosza na ,Postepy Andrologii Online” i Polskie
Towarzystwo Andrologiczne wszelkie prawa autorskie
do wydawania oraz rozpowszechniania nadestanych
materiatéw we wszystkich znanych formach i na wszyst-
kich znanych polach eksploatacji, bez ograniczen tery-
torialnych i jezykowych, pod warunkiem, ze materiaty
te zostang zaakceptowane do publikacji. Publikacja
w calosci ani zadna z jej czesdci nie moze by¢ powielana,
ani upowszechniana w jakikolwiek mechaniczny lub
elektroniczny sposéb bez pisemnej zgody Redaktora
Naczelnego.

B Ochrona danych osobowych

Nazwiska i adresy e-mail wprowadzane do serwisu cza-
sopisma ,Postepy Andrologii Online” beda wykorzysty-
wane wytacznie do celéw publikacji ich prac i nie beda
udostepniane do zadnych innych celéw.

B zasady recenzowania prac

Nadsytane manuskrypty wstepnie ocenia Komitet
Redakcyjny czasopisma. Manuskrypty niekompletne
lub przygotowane w stylu niezgodnym z zasadami poda-
nymi ponizej Redakcja odsyta Autorom bez oceny mery-
torycznej. Pozostate artykuly zostaja zarejestrowane
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i sa nastepnie przekazywane do oceny dwém niezaleznym
recenzentom bedacym ekspertami w danej dziedzinie,
z zachowaniem anonimowosci autoréw pracy i recen-
zentow (double-blind peer review process). Recenzenci
sa odpowiedzialni za obiektywng ocene manuskryptu,
deklaruja brak konfliktu intereséw podpisujac oswiad-
czenie (http://www.postepyandrologii.pl/pdf/Formularz
recenzenta Postepy Andrologii Online_19-05-2016.pdf).
Przyjecie pracy odbywa sie na podstawie pozytywnych
opinii obydwéch recenzentéw. W przypadku rozbiez-
nych opinii Redakcja prosi o opinie trzeciego recenzenta.
Autorzy zobowiazani sg odnies¢ sie do uwag recenzentéw
w ciagu 3 tygodni od daty otrzymania recenzji. Wszelka
korespondencja z Autorami odbywa sie droga e-mailowa.

B Sposob przygotowania manuskryptu

Nadsytane prace moga by¢ pisane w jezyku polskim
lub angielskim.

Liczbowe wartosci i symbole wszystkich wielkosci
winny by¢ podane wg miedzynarodowego uktadu jed-
nostek SI.

W manuskrypcie nalezy uzywaé 12-punktowego
fontu Times New Roman, z zachowaniem 1,5-punk-
towego odstepu miedzy wierszamiimarginesami 2,5 cm
z kazdej strony. Strony nalezy numerowac kolejno, zaczy-
najac od tytutowej. Numery stron nalezy umieszczad
w dolnym, prawym rogu kazdej strony. Nalezy zachowac
nastepujacy uktad: strona tytutowa (osobna strona),
stosowane skréty (osobna strona), streszczenie i stowa
kluczowe (do 5) w jezyku polskim i angielskim (osobna
strona), tekst podstawowy, pismiennictwo, podpisy rycin
i tabel, materiat ilustracyjny.

Strona tytulowa powinna zawieral: stopien
naukowy, imie i nazwisko autora (autoréw) wraz z afi-
liacja, adres e-mail, kontaktowy numer telefonu kazdego
autora (nalezy podkresli¢ nazwisko autora do korespon-
dengji), tytut artykutu i skrécona wersje tytutu (wjezyku
polskim i angielskim) (40 znakéw ze spacjami), oraz
zrédia finansowania.

Spis skréotow nalezy poda¢ w jezyku polskim
i angielskim w jednym akapicie, wedtug kolejnosci alfa-
betycznej np.:

hESC - ludzkie embrionalne komérki macierzyste

(ang. human embryonic stem cells); RET — reaktywne

formy tlenu (ang. reactive oxygen species); RT-PCR —

tancuchowa reakcja polimerazy z wykorzystaniem
odwrotnej transkryptazy (ang. reverse transcription
polymerase chain reaction); itd.

Skréty uzyte w tekscie podstawowym po raz pierwszy
nalezy poda¢ w pelnym brzmieniu. Nie nalezy rozpo-
czynac zdania od skrétu.

Streszczenie powinno zawiera¢ najistotniejsze
informacje wprowadzajace czytelnika w publikowang
tematyke oraz wnioski koticowe (do 400 wyrazow). Nie
nalezy uzywac skrétow.
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Tekst podstawowy

Artykul pogladowy powinien zawiera¢ przeglad infor-
macji z danej tematyki. Zaleca sie uwzglednienie prac
publikowanych w ostatnich 5-10 latach (ok. 60%) oraz
w latach wezesniejszych (ok. 40%). Dopuszczalna liczba
pozycji piémiennictwa to 100. W manuskrypcie autorzy
powinni zawrzeé whasne przemyslenia, opinie i wnioski,
aistotne informacje przedstawi¢ w postaci schematéw,
tabel i rycin. Ponadto, artykut moga wzbogaci¢ wyniki
badan autorskich. Liczba stron manuskryptu tacznie
z tabelami i rycinami nie powinna by¢ wieksza niz 20.

Artykutl oryginalny powinien zawiera¢ opis wia-
snych badan klinicznych lub doswiadczalnych Autoréw.
Powinien sktadac sie z takich podrozdziatéw jak: Wstep,
Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie.
Dopuszczalna liczba pozycji pismiennictwa to 100. Liczba
stron manuskryptu facznie z tabelami i rycinami nie
powinna by¢ wieksza niz 20.

Praca kazuistyczna to krétka forma publikacji pre-
zentujaca ciekawe przypadki kliniczne i ich oméwienie
oparte na wiasnych doswiadczeniach praktyka klini-
cysty i do§wiadczeniach innych autoréw. Streszczenie
nie powinno przekracza¢ 150 wyrazéw, Wstep powinien
zawierad nie wiecej niz dwa krétkie akapity, Materiat
i Metody nie powinny by¢ podzielone na podrozdziaty,
a Wyniki, Dyskusja i Podsumowanie powinny stanowi¢
jeden rozdziat. Liczba rycin i tabel ograniczona do 2-3,
pismiennictwa do 10. Liczba stron manuskryptu nie
powinna by¢ wieksza niz 10.

Komunikat to krétka praca oryginalna zawierajaca
wstepne, ale istotne wyniki badan. W tego typu publika-
cjach streszczenie nie powinno przekraczaé 150 wyrazow,
Wstep powinien zawieraé nie wiecej niz dwa krotkie
akapity, Materiat i Metody nie powinny by¢ podzielone
na podrozdziaty, a Wyniki, Dyskusja i Podsumowanie
powinny stanowi¢ jeden rozdziat. Liczba rycin i tabel
ograniczona do 2-3, pismiennictwa do 10. Liczba stron
manuskryptu nie powinna by¢ wieksza niz 10.

Artykul bedacy ttumaczeniem publikacji z jezyka
angielskiego powinien dotyczy¢ najnowszych iistotnych
pozycji pismiennictwa anglojezycznego. Nalezy dota-
czy¢ zgode redaktora naczelnego czasopisma, w ktérym
artykut zostat opublikowany i autora na ttumaczenie
artykutu. Streszczenie artykutu powinno zawierac tres¢
istotng do przekazania dla czytelnikéw polskich (do 400
wyrazow).

List do Redakgji jest forma wyrazenia swojej opinii,
ajednoczesnie gtosem w dyskusji na temat wspétczesnych
zjawisk w $wiecie medycyny i nauki. Dopuszczalna liczba
stron manuskryptu nie wieksza niz 3.

Pismiennictwo nalezy poda¢ w kolejnosci alfabe-
tycznej, nie wprowadzajac kolejnych numeréw. Kazda
pozycje pismiennictwa nalezy zapisywaé od nowej
linii. Nalezy poda¢ nazwisko autora (autoréw) pisane
kursywa z inicjatami imion, po ktérych stawiana jest
kropka. Jesli jest do szedciu autoréw, nalezy przytoczyé
wszystkich. Powyzej tej liczby nalezy podaé pierwszych

szedciu autoréw z dopiskiem i wsp. Tytutly periodykéw
powinny by¢ skracane zgodnie ze sposobem przyjetym
w Index Medicus (Medline).

Oto przyktady, jak nalezy cytowac ksigzke: 1)
w catosci, 2) fragment konkretnego rozdziatu wraz
zpodaniem numeréw stron, 3) oryginalng prace naukowa,
4) oryginalna prace naukowa w czasopismie elektronicz-
nymi (data przegladania i adres URL) i 5) strone inter-
netowa (nazwa strony — materiatu zrédtowego, adres
URL i date wejécia na strone):

1. Semczuk M., Kurpisz M. (red.): Andrologia. Wyd.

Lek. PZWL, Warszawa 2006.

2. Wozniak W., Bruska M., Kromer P.: Pecherzyki
nasienne, gruczol krokowy i gruczoty cew-
kowo-opuszkowe. ~ W:  Andrologia. Red.
M. Semczuk, M. Kurpisz. Wyd. Lek. PZWL,
Warszawa 2006, 94-89.

3. Kobori Y., Suzuki K., wahata T., Shin T., Sadaoka Y.,
Sato R. iwsp.: Improvement of seminal quality and
sexual function of men with oligoasthenoterato-
zoospermia syndrome following supplementa-
tion with L-arginine and Pycnogenol®. Arch Ital
Urol Androl. 2015, 87, 190-193. doi: 10.4081/
aiua.2015.3.190. PMID: 26428638

4. Walczak-Jedrzejowska R.: Stres oksydacyjny a nie-
ptodnoscé meska. Czes¢ I: czynniki wywotujace
stres oksydacyjny w nasieniu / Oxidative stress
and male infertility. Part I: factors causing oxida-
tive stress in semen. Post Androl Online. 2015, 2,
5-15. [przegladany: 07.10.2015 r.]. Dostepny w:
http://www.postepyandrologii.pl

5. Wiley Online Library http://onlinelibrary.wiley.
com/enhanced/doi/10.1111/andr.12051/, data
wejécia 07.10.2015 1.

Cytowane w tekscie pismiennictwo nalezy podac alfabe-
tycznie w okraglych nawiasach, wymieniajac pierw-
szego autora i podajac rok publikacji, np. (Bungum
iwsp., 2011; Chengiwsp., 2011).

Nazwiska autoréw prac wprowadzone w tekscie
powinny by¢ napisane kursywa, np.

,Wedtug Bungum i wsp. (2011) nalezy wprowadzi¢
okreslony algorytm leczenia nieptodnosci meskiej

w zaleznosci od standardowych parametréw semi-

nologicznych i wynikéw otrzymanych na podstawie

testu z wykorzystaniem oranzu akrydyny ujawniaja-
cego zaburzenia kondensacji chromatyny plemnikéw

(SCSA)..”

Pigmiennictwo powinno zawiera¢ publikacje innych
autoréw oraz wiasnej grupy badawczej, ktére s istotne
dla badan.

Materiat ilustracyjny obejmuje ryciny (wykresy,
diagramy, zdjecia, schematy) oraz tabele opatrzone
tytutami i podpisami. W przypadku rycin zaréwno
tytut, jak i opis powinny by¢ umieszczone pod ryci-
nami, a w przypadku tabel nad tabelami. Tytut tabeli
nalezy wyttusci¢. Podpisy rycin i tabel oraz ich tytuty,
a takze informacje wewnetrzne na rycinach i w tabelach
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nalezy poda¢ w jezyku polskim i angielskim (dotyczy
prac w jezyku polskim). Ryciny i tabele powinny by¢
opatrzone numerami zgodnie z kolejnoscia odniesien
w tek$cie. Osobna numeracje posiadaja ryciny i osobng
tabele (numery arabskie). Skrét Ryc. (pisany kursywa)
wprowadzamy w podpisie pod rycinami, natomiast
w tytule tabeli nie stosujemy skrétu Tab., lecz Tabela.
Nie stosujemy w tekscie podstawowym skrotéw ryc. lub
tab., lecz rycina lub tabela.

Mikrofotografie mikroskopowe powinny posiadac
wewnetrzng skale, a stosowane symbole, strzatki lub
litery musza by¢ wyraznie uwidocznione na tle. Zdolnos¢
rozdzielcza mikrofotografii nie powinna by¢ mniejsza niz
300 dpi. Stosowane znaki do opisu danej ryciny powinny
by¢ ujednolicone w catym artykule.

Stosowane oznaczenia i skréty na rycinach i w tabe-
lach powinny by¢ wyjasnione w opisie rycin i tabel, nie-
zaleznie do ich rozwiniecia w tekscie podstawowym.
Uwaga: pojedyncze ryciny badz ryciny ztozone z kilku
zdjec, wykreséw, diagraméw lub schematéw nalezy zin-
tegrowac z wewnetrznymi oznaczeniami.

Rozmiary rycin i tabel: szerokos¢ rycin i tabel
powinna wynosi¢ 17,3 cm lub 8,3 cm, natomiast ich
dtugo$¢ nie powinna przekraczaé 24,5 cm. Tekst bedzie
sktadany dwutamowo, dlatego tez szerokos¢ rycin i tabel
nie moze przekraczaé szerokodci jednego lub dwéch
tamaéw, z kolei dtugo$¢ moze by¢ dowolna, ale nie wieksza
niz dtugos¢ tamu; wielko$é powierzchni zadrukowane;
na stronie formatu A4 bedzie wynosita 24,7 cm/17,5 cm.

B Przesytanie prac do Redakgji

Prace nalezy przesta¢ elektronicznie na adres redaktora
naczelnego: mpiasecka@ipartner.com.pl

Tekst podstawowy, pismiennictwo oraz podpisy
rycin i tabel powinny by¢ umieszczone w jednym pliku
(Word), natomiast kazda rycina (format CDR, TIF, JPG)
i tabele (Word) w osobnych plikach. Tytut pliku zawie-
rajacy tekst manuskryptu powinien zawiera¢ nazwisko
autora do korespondencji oraz pierwsze stowa tytutu
artykutu, natomiast tytuty plikéw zawierajace ryciny
i tabele, obok nazwiska autora, powinny zawiera¢ numery
rycin i tabel.
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Do pracy nalezy dotaczy¢ oswiadczenie, ze m.n. praca
nie zostata opublikowana lub skierowana do publikacji
w innym czasopi$mie, zostala zaaprobowana przez
wszystkich wspétautoréw (wymagane sa podpisy
wszystkich autoréw) oraz zostaty ujawnione wszelkie
zrédta finansowania (o§wiadczenie dostepne na stronie
internetowej http://www.postepyandrologii.pl/pdf/
Oswiadczenie autorow.pdf).

B Publikowanie prac

Prace beda publikowane w kolejnosci otrzymywania,
jednak redakcja zastrzega sobie prawo zmian uzasadnio-
nych trescia drukowanego numeru. Ponadto zastrzega
sobie prawo wprowadzenia poprawek stylistycznych
i dotyczacych mianownictwa oraz stosowanych skrétéw
bez uzgodnienia z autorem.

Po zaakceptowaniu pracy do publikacji autorzy otrzy-
muja korekte drukarska. Celem korekty drukarskiej jest
sprawdzenie btedéw sktadu lub konwersji oraz komplet-
nosciidoktadnodci tekstu, tabel i rycin. Autorzy sg zobo-
wiazaniw ciggu trzech dni od otrzymania korekty dru-
karskiej przesta¢ ewentualne poprawki. Zmiana tytutu
i/lub autorstwa oraz wprowadzanie nowych wartosci
jest niedozwolone.

I Zasady udostepniania informagji
naukowych zawartych w czasopismie

Informacje zawarte w czasopi$mie sg udostepniane
na zasadzie Open Access - dostep do informacji naukowej
jest bezplatny i nieograniczony. Uzytkownicy moga
czytac, pobieraé, kopiowac, rozpowszechnia¢, drukowac,
wyszukiwad, taczy¢ informacje z pelnymi tekstami arty-
kutéw lub wykorzystywac je do jakichkolwiek innych
celéw zgodnych z obowigzujaca licencja CC BY NCND 3.0
Polska (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-
-nd/3.0/pl/legalcode). Licencja ta obliguje do uznania
autorstwa, zezwala na rozpowszechnianie, przedsta-
wianie i wykonywanie utworu jedynie w celach nieko-
mercyjnych oraz pod warunkiem zachowania go w ory-
ginalnej postaci (bez tworzenia utworéw zaleznych).
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podrecznik ,Andrologii” przygotowany przez najlep-

szych specjalistéw w kraju. To pierwsze tak obszerne
opracowanie na temat zdrowia mezczyzn na rynku wydaw-
niczym. Obszerne, calo$ciowe ujecie zagadnien andrologicz-
nych przygotowane przez andrologéw, endokrynologéw,
urologéw, seksuologéw, chirurgéw, pediatréw, genetykéw,
biologéw, diagnostéw, a takze psychologéw i prawnikéw.

Andrologia jest dziedzing medycyny, ktéra zajmuje
sie meskim uktadem plciowym i zdrowiem mezczyzn
w zakresie prawidtowego rozwoju plciowego, ptodnosdi,
sprawnosci seksualnej i starzenia sie, z zachowaniem
dobrej jakosci zycia.

Jako dziedzina medycyny andrologia wyodrebnita
sie na pograniczu endokrynologii, urologii, seksuologii,
medycyny rozrodu i pediatrii. Obejmuje takie problemy

I Oddajemy do rak czytelnikéw starannie przygotowany

Ewa Rajpert-De Meyts, MD, PhD, DMSc

zdrowotne mezczyzn jak: nieptodnos¢, niedobér andro-
gendéw, zaburzenia seksualne i zaburzenia rozwoju picio-
wego.

W ostatnich latach obserwuje sie niezwykle dyna-
miczny rozwdj andrologii spowodowany zastosowaniem
nowych metod badawczych z dziedziny biochemii, bio-
logii molekularnej i genetyki oraz powrét do bardziej
intensywnych badan nad zaburzeniami meskiego uktadu
ptciowego. Powstaja coraz doskonalsze metody diagno-
styki laboratoryjnej i obrazowej. Pojawiaja sie nowe pre-
paraty stosowane w terapii zaburzen hormonalnych, sek-
sualnych i nieptodnosci. Opracowywane sa rekomendacje
dotyczace postepowania w zaburzeniach andrologicz-
nych oparte na coraz silniejszych dowodach naukowych.

Praktyczna ksiega postepowania diagnostycznego
i terapeutycznego w zaburzeniach andrologicznych.

Konsultant naukowy, Department of Growth and Reproduction, Copenhagen University Hospital
(Rigshospitalet), Sekretarz Europejskiej Akademii Andrologii (EAA)

Znakomity podrecznik andrologii obejmujacy wszystkie
aspekty tej multidyscyplinarnej dziedziny, ktéra zajmuje
sie problemami zdrowia specyficznymi dla mezczyzn,
wiec wymaga znajomosci wielu aspektéw endokrynologii,
urologii, medycyny rozrodu, seksuologii, diagnostyki
laboratoryjnej, genetyki, onkologii i choréb wewnetrz-
nych, szczegdlnie kardiologii. Goragco polecam ksigzke
specjalistom réznych dyscyplin. Uwazam réwniez, ze
powinna by¢ obowigzkowa lekturg dla kazdego prakty-
kujacego androloga, a takze dla specjalistéw w leczeniu
nieptodnosci, waczajac ginekologéw.

Ksigzka bedzie niezwykle pomocna dla mtodych lekarzy,
ktérzy planuja specjalistyczne egzaminy z andrologii.

Wielka zaletg ksigzki jest kompleksowe podejscie
do tematu, ze szczegélowym omdwieniem najnowszej
wiedzy dotyczacej meskiej fizjologii i patologii od wcze-
snego okresu rozwojowego az do wieku starczego, co
uczynija bardzo przydatna réwniez dla pediatréw, uro-
logéw dzieciecych i lekarzy ogdlnych. Nie pominieto

I prof. Aleksander Giwercman

Uniwersytet w Lund, Malmo, Szwecja

Trzymanie w reku nowego podrecznika z andrologii kli-
nicznej zdecydowanie nie jest codziennym wydarzeniem!
Jest to doskonata publikacja nie tylko pod wzgledem tresci,
lecz takze pedagogicznego sposobu przedstawienia infor-
macji, zaréwno w odniesieniu do zestawu tematéw, struk-
tury poszczegélnych rozdziatéw, jak i szerokiego wyboru
wysokiej jakosci ilustracji i tabel. Wszystkie rozdziaty sa
napisane przez ekspertéw w swojej dziedzinie. Ksigzka
jest nie tylko doskonatym narzedziem dla tych lekarzy,
ktérzy chcg zosta¢ andrologami klinicznymi, lecz takze kli-
nicystéw reprezentujacych inne specjalnosci oraz badaczy

60

réwniez waznych aspektéw psychologicznych, etycz-
nych i prawnych. Redaktor naukowy i autorzy sa eksper-
tami na najwyzszym poziomie w skali miedzynarodowe;j
iich zalecenia sa oparte na najnowszych doniesieniach
ze $wiatowego pismiennictwa i przyjetych dowodach
naukowych, z komentarzami i do§wiadczeniami dosto-
sowanymi do specyfiki sytuacji w kraju. Ksiazka jest
dowodem postepéw polskiej andrologii i na pewno przy-
czyni sie do dalszego rozwoju tej dynamicznej dyscy-
pliny.

Ksiagzka, ktéra przeczytatam z wielkim zaintereso-
waniem, jest jednym z najlepszych podrecznikéw andro-
logii, jakie kiedykolwiek widzialam — i to w skali mie-
dzynarodowej. Gratulacje za wybdr tematéw i autoréw
naleza sie redaktorowi naukowemu, prof. Jolancie
Stowikowskiej-Hilczer, dtugoletniej przewodniczacej
Polskiego Towarzystwa Andrologicznego. Imponujaca
jest wszechstronno$¢ tematyki pasujaca do nowocze-
snego holistycznego podejscia do pacjenta.

zainteresowanych zagadnieniami zwigzanymi z choro-
bami meskiego uktadu ptciowego. Jestem przekonany,
ze niezaleznie od tego, do ktérej z tych kategorii nale-
zysz, ta ksigzka udzieli odpowiedzi na wiele pytan z dzie-
dziny andrologii. Gratuluje moim polskim Kolezankom
i Kolegom opracowania, ktére z pewnoscia bedzie dobrym
dodatkiem do ich innych dziatari majacych na celu rozwd;
polskiej andrologii. Miejmy nadzieje, ze w przysztosci
pojawia sie kolejne wydania ksigzki, ktéra moze sta¢ sie
inspiracja dla andrologéw z innych krajéw do stworzenia
podobnych publikacji w réznych jezykach.
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