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l Streszczenie

Z licznych doniesienn wynika, ze istotnym czynnikiem wptywajacym na potencjat ptodnosci mezczyzny jest wiek. Sugeruje sie, ze >40.,
a nawet >35. r.z. mezczyzny (tzw. advanced paternal age) zwieksza sie ryzyko niepowodzen w rozrodzie. Wraz z wiekiem mezczyzny
czedciej pojawiaja sie infekcje uktadu moczowo-plciowego oraz choroby ogélnoustrojowe. Moze dochodzi¢ do zakt6cen czynnosci osi
podwzgérze—przysadka—jadra mogacych obniza¢ funkcje seksualne oraz powodowac zmiany w strukturze i funkcji jader. Wskazuje sie,
ze podtozem tych zmian moga by¢ patomechanizmy zwigzane z zaburzeniem réwnowagi pro- i antyoksydacyjnej, ktérej konsekwencja
jest generowanie nadmiaru reaktywnych form tlenu powodujacych niekorzystne skutki w przebiegu spermatogenezy i wzrost ryzyka
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uszkodzen ilosciowych i jakosciowych meskich komérek rozrodczych, w tym réwniez molekularnych. Szczegélng uwage zwraca sie
na dojrzato$¢ chromatyny plemnikéw, ktéra moze odgrywac istotna role w osiagnieciu sukcesu rozrodczego, zaréwno w warunkach
naturalnej koncepcji, jak i wspomaganej medycznie.

Stowa kluczowe: wiek mezczyzny, ptodnos¢ meska, plemniki, chromatyna plemnika

B Abstract

Numerous reports indicate that the paternal age is an important factor affecting the fertility potential. The risk of reproductive failure
can increase in age >40 or even >35 years in men, commonly classified as advanced age. Urogenital infections and systemic diseases
appear more often with advanced paternal age. Moreover disturbances in the hypothalamic-pituitary-testis axis which may affect
sexual function and cause changes in the structure and function of the testis can appear more frequently. Possible pathomechanism
for age depended alterations in the male reproductive system is associated with imbalance between pro- and antioxidative processes
which inevitably leads to an oxidative stress and to increase the production of reactive oxygen species. Finally, the disturbances of
spermatogenesis and the higher risk of quantitative and qualitative as well as molecular abnormalities of male gametes can appear.
Particular attention is paid to the maturity of sperm chromatin, which may play a key role in achieving reproductive success, both in
a natural and medically assisted conception.

Key words: male age, male fertility, spermatozoa, sperm chromatin

B skroty / Abbreviations

5mC — 5-metylocytozyna (ang. 5-methylcytosine), AB — blekit aniliny (AB, ang. aniline blue), ADAM - obnizenie stezenia androgenéw
u starzejacych sie mezczyzn (ang. androgen deficiency of the aging men), AO — oranz akrydyny (ang. acridine orange), CMA3 - chromomycyna
A3 (ang. chromomycin A3), DHEA — dehydroepiandrostendion (ang. dehydroepiandrosterone), EMAS — europejskie badania nad starzeniem
sie mezczyzn (ang. European Male Ageing Study), FESH — hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone), FT — wolna frakcja
testosteronu (ang. free testosterone), ICSI — docytoplazmatyczna iniekcja plemnika (ang. intracytoplasmic sperm injection), kpz — tysiac par
zasad (ang. kilo base pairs), LH — hormon luteinizujacy (ang. luteinizing hormone), LNV — plemniki z duzymi jadrowymi wakuolami (ang.
large nuclear vacuoles), LOH - p6zny hipogonadyzm (ang. late onset hypogonadyzm), MMAS — badania z Massachusetts nad starzeniem sie
mezczyzn (ang. Massachusetts Male Aging Study), OAT - oligoastenoteratozoospermia (ang. oligoasthenoteratozoospermia), PADAM - czesciowe
obnizenie stezenia androgendéw u starzejacych sie mezczyzn (ang. partial androgen deficiency of the aging men), RFT — reaktywne form tlenu
(ang. reactive oxygen species), SCSA — test stuzacy do oceny uszkodzert DNA (ang. sperm chromatin structure assay), SHBG — biatko wigzace
hormony piciowe (ang. sex hormone-binding globulin), TB — biekit toluidyny (ang. toluidine blue), TDS — zesp6t niedoboru testosteronu (ang.
testosterone deficiency syndrome), TGEF-a — transformujacy czynnik wzrostu o (ang. transforming growth factor &), TGF-p — transformujacy
czynnik wzrostu P (ang. transforming growth factor B), TUNEL — znakowanie konicéw nacie¢ nici DNA przy uzyciu termialnej transferazy
deoksynukleotydowej (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling), TZI — indeks teratozoospermii (ang.
teratozoosperia index)

I Niektore czynniki majace wptyw na decyzje
o posiadaniu potomstwa

Matzenstwo oraz chec zatozenia rodziny (posiadanie
potomstwa) sg silnie zakorzenione w tradycji i warto-
$ciach Polakéw. Od 2008 r. notuje sie jednak spadek
liczby zawieranych zwigzkéw matzenskich, co jest
znaczaco powigzane z liczba urodzen. Obecnie ludzie
mtodzi inwestuja w swoja edukacje oraz rozwéj zawo-
dowy, odsuwajac na dalszy plan decyzje o ustatkowaniu
sie i posiadaniu potomstwa. Chca uzyska¢ odpowiedni
status ekonomiczny, by bez wyrzeczen utrzymac rodzine,
co przyczynia sie do sukcesywnego wzrostu $redniego
wieku kobiet i mezczyzn wstepujacych w zwiazek mal-
zenski. W 1990 r. mediana wieku mezczyzn wynosita
24 lata, aw 2013 r. juz 28 lat, z kolei w 2016 r. 29,5 lat.
Na $wiecie warto$¢ mediany wynosi 29 lat. Od 1990 r.
wsp6lczynnik dzietnosci nie gwarantuje zastepowalnosci
pokoleni (ponizej 2), w 2016 r. wynosit 1,357. Nic nie
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wskazuje na zmiane tej tendencji w najblizszych latach
(Herati i wsp., 2017, Staticzak i wsp., 2016; Gtowny Urzqd
Statystyczny. Rocznik demograficzny, 2017).

Nie ulega watpliwosci fakt, ze pdzne rodzicielstwo
staje sie zjawiskiem socjologicznym, a decyzja o posia-
daniu potomstwa uwarunkowana jest zmianami struk-
tury zachowan ludzkich w wyniku zmian spotecznych
i ekonomicznych kraju. W przypadku wieku partnerki
(35.-45. r.z.) obserwuje sie wzrastajaca czestosc poja-
wienia sie aberracji liczbowych zaréwno chromosoméw
plciowych (zespét Turnera, Klinefeltera, zesp6t Kobiety),
jak i somatycznych (zespét Downa, Edwardsa, Pataua)
(Luthardt i Keitge, 2001). Z kolei wptyw wieku mezczyzny
na jego potencjat ptodnosci nie jest do korca wyjasniony,
nie istnieje bowiem konkretny okres zycia, po ktérym
mezczyzna nie bedzie w stanie zostac¢ ojcem. Dlatego tez
zastanawiajace jest, w jakim stopniu ptodno$¢ meska jest
nieograniczona, czy do konica swojego zycia mezczyzna
moze dawac poczatek nowemu istnieniu, jak bardzo
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wraz z uptywajacym czasem ostabiaja sie jego mozli-
wodci, a takze jakie sg konsekwencje pdznego ojcostwa.
Badacze poszukujg wartosci dla tzw. advanced paternal
age, powyzej ktorej zwieksza sie ryzyko niepowodzen
w rozrodzie. Sugeruje sie, ze warto$cig graniczng moze

by¢ ukonczony przez mezczyzne 35. lub 40. r.z. (Belloc
i wsp., 2014b; Dubov i wsp., 2016; Harris i wsp., 2017;

Jennings i wsp., 2017; Nybo-Andersen i wsp., 2017, Priskorn

iwsp., 2014; Ramasamy i wsp., 2015; Sharma i wsp., 2015;

Sigman, 2017; Stone i wsp., 2013; Urhoj i wsp., 2017a, 2017b;

Vierck i Silverman, 2015).

B Gospodarka hormonalna

Jednym z czynnikéw odpowiadajacych za prawidtowa
funkcje meskiego uktadu piciowego jest sprawne dzia-
tanie uktadu podwzgérze—przysadka—gonada. Wraz

z wiekiem mezczyzny dochodzi do zmian biomarkeréw
hormonalnych. Wedtug Gray i wsp. (1991) co roku érednio

01,9% wzrasta stezenie hormonu folikulotropowego (FSH,
ang. follicle-stimulating hormone), o 1,3% wzrasta poziom

hormonu luteinizujacego (LH, ang. luteinizing hormone),
0 0,4% obniza sie stezenie catkowitego testosteronu

oraz 0 1,2% jego wolnej frakcji (FT, ang. free testosterone).
Co roku dochodzi réwniez do wzrostu o 1,2% stezenia

biatka wigzacego hormony piciowe (SHBG, ang. sex hor-
mone-binding globulin) w surowicy krwi, co wedtug badaczy
iklinicystéw prowadzi do spadku libido oraz zmniejszenia

czestosci stosunkéw seksualnych (Eisenberg i Meldrum,
2017; Gray i wsp., 1991; Gunes i wsp., 2016; Ramasamy

i wsp., 2015; Sharma i wsp., 2015). Zmiany stezen hor-
monéw zostaly cze$ciowo potwierdzone prospektywnymi

badaniami klinicznymi EMAS (ang. European Male Ageing
Study) Wuiwsp., 2010) oraz MMAS (ang. Massachusetts

Male Aging Study) (Cabral i wsp., 2014) dotyczacymi sta-
rzenia sie mezczyzn. Obserwuje sie réwniez obnizenie pro-
dukdji estrogenéw pelniacych funkcje regulatorowe (Gunes

iwsp., 2016). Po raz pierwszy, w 2006 1., do opisania tych

zmian, czyli wtérnego hipogonadyzmu, uzyto terminu

LOH (ang. late onset hypogonadyzm, pézny hipogonadism)

(Nieschlag i wsp., 2006), w pismiennictwie anglojezycznym

uzywa sie réwniez nazw ADAM (ang. androgen deficiency

of the aging men, obnizenie stezenia androgenéw u sta-
rzejacych sie mezczyzn), PADAM (ang. partial androgen

deficiency of the aging men, czeSciowe obnizenie stezenia

androgendéw u starzejacych sie mezczyzn) oraz TDS (ang.
testosterone deficiency syndrome, zesp6t niedoboru testoste-
ronw) (Gomuta i Rabijewski, 2010; Kula i wsp., 2015; Morales

i Lunenfeld, 2002; Wang i wsp., 2009). Do rozpoznania tej

jednostki chorobowej niezbedne jest stwierdzenie co naj-
mniej 3 objawéw klinicznych (m.in. uczucia zmeczenia,
braku energii, ospatosci, obnizenia libido, drazliwosci,
zwiekszenia masy ciala, zmniejszenia masy miesniowej

i kostnej) oraz obnizenia stezenia testosteronu we krwi

<12 nmol/L (<3,5 ng/mL) u mezczyzn >40. r.z. (Jiann,
2017; Kula i Stowikowska-Hilczer, 2012; Kula i wsp., 2015;

Wuiwsp., 2010).

B Obraz histologiczny meskiej gonady

Jadro jest organem parzystym o specyficznej oraz skom-
plikowanej budowie. Odpowiada za produkcje plem-
nikéw (spermatogeneza) oraz wydzielanie meskich
hormondéw plciowych (steroidogeneza). Na poprawna
czynno$c¢ jadra wpltywa zaréwno prawidtowa organi-
zacja tkanki interstycjalnej, jego unerwienie, unaczy-
nienie, jak i zachowanie nienaruszonej bariery krew—
jadro (Bilinska i wsp., 2013; Kopera-Sobota i wsp., 2013;
Kotula-Balak i wsp., 2013; ELydka-Zarzycka i wsp., 2013;
Mruk i Cheng, 2015; Wenda-Rézewicka i Piasecka, 2013;
Wenda-Rézewicka 1 Wiszniewska, 2013). Wraz z wiekiem
mezczyzny moze zmniejszac sie liczba komoérek Leydiga
(Gunes i wsp., 2016; Kiihnert i Nieschlag, 2004; Mahmoud
iwsp., 2003; Ramasamy i wsp., 2015; Sharma i wsp., 2015;
Wenda-Rézewicka 1 Wiszniewska, 2013) pelnigcych funkcje
endokrynnga oraz neuroendokrynng. Komérki te regu-
luja funkcje jader poprzez produkcje m.in.: testosteronu,
androstendionu, dehydroepiandrostendionu (DHEA, ang.
dehydroepiandrosterone), relaksyny, transformujacego
czynnika wzrostu a (TGF-a, ang. transforming growth
factor «) oraz p (TGE-P, ang. transforming growth factor 5),
endorfin i oksytocyny (Bilifiska i wsp., 2013; Kotula-Balak
iwsp., 2013; Martin, 2016; Wenda-Rézewicka i Wiszniewska,
2013). Wraz z wiekiem obniza sie takze liczba komoérek
Sertoliego (Gunes i wsp., 2016; Kiihnert i Nieschlag, 2004;
Mahmoud i wsp., 2003; Ramasamy i wsp., 2015; Sharma
iwsp., 2015), ktére m.in. poprzez wytwarzanie specyficz-
nych (unikatowych), kompleksowych potaczen miedzy-
komérkowych?, biora udziat w tworzeniu bariery krew—
jadro, odzywiaja i podtrzymuja komérki spermatogenezy,
fagocytuja ciatka resztkowe, produkuja ptyn kanalikowy,
czynniki pobudzajgce i hamujace spermatogeneze, nie-
wielkie ilosci estrogenéw, czynniki wzrostu i rézni-
cowania oraz defensyny (Biliriska i wsp., 2013; Hejmej
i wsp., 2013; Iliadou i wsp., 2015; Kopera-Sobota i wsp.,
2013; Lydka-Zarzycka i wsp., 2013; Stanton, 2016; Wenda-
Rézewicka i Wiszniewska, 2013). Zmniejsza sie réwniez
liczba komoérek germinalnych. Moze dochodzi¢ do pogru-
bienia blaszki wtasciwej (tac. lamina propria) kanalikéw
nasiennych, ostabia sie unaczynienie jader, komérki
staja sie stabiej odzywione, poniewaz substancje trans-
portowane wraz z krwia trudniej przez nig przenikaja.
Dlatego tez moze pojawiac sie regresja nabtonka plem-
nikotworczego (Mahmoud i wsp., 2003; Ramasamy i wsp.,
2015; Sharma i wsp., 2015; Wenda-Rézewicka i Wiszniewska,
2013). W konsekwencji obok zaburzen endokrynnych
moga powstawac lokalne zaburzenia interakcji miedzyko-
morkowych i struktur pozakomérkowych (parakrynne),
ktére w warunkach prawidtowych niezbedne sg do funk-
cjonowania nabtonka plemnikotwérczego. Niewatpliwie

1 Kompleksowe polaczenia miedzy komérkami Setoliego wchodzace w
sktad najwazniejszego elementu bariery krew—jadro buduja: potaczenia
Sciste (ang. tight junctions), bazalne specjalizacje powierzchniowe (ang.
basal ectoplasmic specializations) i polaczenia desmosomopodobne (ang.
desmosome-like junctions) (Eydka-Zarzycka i wsp., 2013; Stanton, 2016).
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opisywane zaburzenia prowadza do nieprawidtowosci
spermatogenezy i w konsekwencji do obnizenia standar-
dowych i molekularnych parametréw seminologicznych.
Patomechanizm wywotujacy zaburzenia spermatoge-
nezy pojawiajace sie wraz z wiekiem moze by¢ zwigzany
ze stresem oksydacyjnym i zaburzeniem réwnowagi pro-
i antyoksydacyjnej, co doprowadza do wzrostu reaktyw-
nych form tlenu (RFT, ang. reactive oxygen species), ktére
uszkadzaja nabtonek plemnikotwérezy (Johnson i wsp.,
2015) (rycina 1).

B standardowe parametry seminologiczne

Rutynowa analiza seminologiczna to pierwsze badanie
oceniajace potencjat ptodnosci mezczyzny (WHO, 2010).
Wraz z uptywajacym czasem moze dochodzi¢ do obni-
zenia podstawowych parametréw nasienia, jednakze
wyniki prac autoréw nie sa jednoznaczne. Wiekszo$¢
z nich wykazuje, iz z wiekiem mezczyzny zmniejsza
sie objeto$¢ ejakulatu, odsetek plemnikéw wykazu-
jacych ruch postepowy czy tez prawidtows budowe

WPLYW WIEKU NA PLODNOSC MESKA
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Fig. 1. Pathomechanism of changes in the aging men in respect to gonad
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morfologiczng (Dain i wsp., 2011; Eisenberg i Meldrum,
2017; Gunes i wsp., 2016; Huang i wsp., 2017; Kokkinaki
iwsp., 2010; Kovac i wsp., 2013; Li i wsp., 2016; Ramasamy
i wsp., 2015; Sharma i wsp., 2015; Stone i wsp., 2013).
Obniza¢ moze sie réwniez zywotnos¢ plemnikéw oraz
ich catkowita liczba w ejakulacie, przy czym nie obser-
wuje sie znaczacego obnizenia koncentracji plemnikéw,
co moze by¢ maskowane poprzez spadek objetosci eja-
kulatu (Belloc i wsp., 2014b; Conti i Eisengerg, 2016; Dain
i wsp., 2011; Eisenberg i Meldrum, 2017; Johnson i wsp.,
2015; Molina i wsp., 2010; Plastira i wsp., 2007; Zitzmann,
2013).

B Objetos¢ ejakulatu

Objetos¢ ejakulatu jest parametrem, ktérego spadek
wraz z wiekiem obserwowany jest najczesciej, szcze-
gélnie po 50. r.z. mezczyzny (Jenkins i wsp., 2014; Kidd
i wsp., 2001; Molina i wsp., 2010; Ng i wsp., 2004; Park
i wsp. 2014; Stone i wsp. 2013; Whitcomb i wsp., 2011).
Stone i wsp. (2013) wykazali, ze objetos¢ ejakulatu byta
mniejsza u mezczyzn po 45. r.z. Z kolei Ngi wsp. (2004)
stwierdzili spadek objetosci ejakulatu u mezczyzn
miedzy 52. a 79. r.z. w poréwnaniu z mezczyznami
miedzy 17. a 51. r.z. Badajac wptyw wieku mezczyzn
na rezultaty procedur wspomaganego rozrodu, Whitcomb
i wsp. (2011) ujawnili spadek objetosci ejakulatu wraz
z wiekiem (<30.r.z.,30.-34.1.2.,35.-39.r.2.,40.-44. 1.2,
45.-49.1.7.,50.-54. v.z., >55. r.z.). Badania przeprowa-
dzone przez Molina i wsp. (2010) na grupie 9168 bada-
nych w Kordobie pokazaty, ze objetos¢ ejakulatu obni-
zala sie istotnie u mezczyzn >50. r.z. Podobnie Jenkins
i wsp. (2014) wykazali istotny spadek objetosci ejakulatu
miedzy poréwnywanymi grupami mezczyzn (mediana
dla wieku: 37,7 vs. 50,3 r.z.). W metaanalizie Kidd i wsp.
(2001) réwniez stwierdzili istotne obnizenie objetosci eja-
kulatu u mezczyzn >50. r.z. vs. <30. r.z. Park i wsp. (2014),
sprawdzajac, czy wraz z wiekiem mezczyzny zwieksza sie
liczba wakuoli w gtéwkach plemnikéw, ustalili, iz u mez-
czyzn miedzy 41. a 45. r.z. istotnie zmniejszala sie obje-
tos¢ ejakulatu, w poréwnaniu do mezczyzn z grup 26.-30.
r.z.,31.-35.r.z.,36.-40. r.z. oraz 46.-50. r.z. Natomiast
inni autorzy (Alshahrani i wsp., 2014; Brahem i wsp., 2011;
Garcia-Ferreyraiwsp., 2015; Nijs i wsp., 2011; Rybar i wsp.,
2011; Schmid i wsp., 2013; Sloter i wsp., 2006) nie wyka-
zali spadku objetosci ejakulatu w zaleznosci od wieku
badanego.

Trudno ustali¢ patomechanizm odpowiedzialny
za zmniejszenie objetodci ejakulatu wraz z wiekiem
mezczyzny. Belloc i wsp. (2014b) oraz Zitzmann (2013)
w opublikowanych pracach pogladowych wskazuja,
ze do tej zmiany dochodzi ze wzgledu na: 1) niewy-
dolno$¢ naczyniows zwigzana z wiekiem, 2) choroby
wspétistniejace (np. cukrzyca, nadci$nienie tetnicze),
3) przewlekle zakazenia (np. zapalenia gruczotu kroko-
wego), 4) otytos¢, 5) niewydolnos$¢ hormonalna i 6) dys-
funkcje dodatkowych gruczotéw ptciowych.

I Koncentracja plemnikow
i ich catkowita liczba w ejakulacie

Cardona Maya i wsp. (2009) zaobserwowali istotna réznice
w koncentracji plemnikéw tylko miedzy mezczyznami

<30. r.z. vs. 240. r.z. Z kolei r6znice w catkowitej liczbie

plemnikéw w ejakulacie ci sami autorzy wykazali w przy-
padku wszystkich poréwnywanych grup (<30. r.z. vs.
31.-40.r.z.; <30.1.2. vs. 240.1.2.; 31.-40. 1.z. vs. 240.1.2.).
Podobnie Ng i wsp. (2004) wykazali spadek catkowitej

liczby plemnikéw w ejakulacie wraz z wiekiem (17.-51.
vs. 52.-79. r.z.). Obnizenie koncentracji meskich komérek
rozrodczych zaobserwowali réwniez Stone i wsp. (2013),
w ich badaniach parametr ten zmniejszat sie istotnie

po 40. r.z. mezczyzny. Badacze wyznaczyli 34. r.z. mez-
czyzny jako wiek krytyczny dla tego parametru. Z kolei

Molinaiwsp. (2010), Park i wsp. (2014), Ngi wsp. (2004) nie

zaobserwowali réznic w koncentracji plemnikéw miedzy
mezczyznami z poréwnywanych grup.

B Morfologia plemnikéw

Badania przeprowadzone przez Molina i wsp. (2010) wska-
zuja, ze odsetek plemnikéw morfologicznie prawidtowych
obnizat sie istotnie u mezczyzn >50. r.z., poréwnywalne
wyniki uzyskali Garcia-Ferreyra i wsp. (2015). Istotny
spadek komoérek o prawidtowej morfologii oraz podwyz-
szenie indeksu teratozoospermii (TZ1, ang. teratozoosperia
index)” miedzy badanymi grupami wiekowymi mezczyzn
(19.-51.vs. 52.-79.1.2.) wykazali réwniez Ng i wsp. (2004).
Stone i wsp. (2013) stwierdzili, ze prawidlowa morfologia
plemnikéw obnizata sie istotnie po 40. r.z. mezczyzny.
Natomiast Park i wsp. (2014) u mezczyzn nie wykazali
istotnych réznic w przypadku tego parametru.

B Ruchliwos¢ plemnikéw

Spadek ruchliwosci plemnikéw po 35. r.z. wykazali Molina
iwsp. (2010), a po 43. r.z. Stone i wsp. (2013). Podobnie
Cocuzza iwsp. (2008) oraz Cardona Maya i wsp. (2009) ujaw-
nili spadek ruchliwoéci plemnikéw w grupie mezczyzn
>40. r.z. w poréwnaniu z badanymi <40. r.z. lub <30. r.z.
Réwniez Schmid i wsp. (2013), Whitcomb i wsp. (2011)
oraz Sloter i wsp. (2006) zaobserwowali obnizenie ruchli-
wosci u mezczyzn wraz z wiekiem. Z kolei inni nie wyka-
zaliistotnych réznic w przypadku tego parametru (Park
iwsp., 2014; Garcia-Ferreyraiwsp., 2015; Ngiwsp., 2004).

B Zywotnos¢ plemnikow
Park i wsp. (2014) stwierdzili, iz u mezczyzn miedzy

41. a45. r.z. istotnie zmniejszat sie odsetek plemnikéw
zywych, w poréwnaniu z pozostatymi grupami badanych

2 Indeks teratozoospermii — TZI, okresla zakres wielokrotnych defektow
plemnika i informuje o $redniej liczbie nieprawidtowosci morfologicz-
nych przypadajacych na jeden plemnik (Piasecka i wsp., 2013).
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(26.-30.r.z., 31.-35.1.2., 36.-40. r.z. oraz 46.-50. r.2.).
Molina i wsp. (2010) wykazali, ze zywotno$¢ plemnikéw
zmniejszala sie istotnie juz po ukonczonym 35. r.z.
Na spadek odsetka plemnikéw zywych wraz z wiekiem
wskazuja takze badania Stone i wsp. (2013) oraz Ng
i wsp. (2004). Natomiast Garcia-Ferreyra i wsp. (2015)
oraz Whitcomb i wsp. (2011) nie wykazali istotnych réznic
miedzy poréwnywanymi grupami mezczyzn w przy-
padku odsetka plemnikéw zywych.

[ | Zmiany w plazmie nasienia

Wraz z wiekiem dochodzi réwniez do zmian stezenia
pierwiastkéw sladowych w plemniku i plazmie nasiennej.
Mozemy zaobserwowac wzrost stezenia miedzi, wapnia
i cynku w meskich komérkach rozrodczych oraz siarki
w plazmie nasienia. Obniza sie rdéwniez w plazmie nasienia
stezenie fruktozy i aktywnos¢ a-glukozydazy, ze wzgledu
na dysfunkcje pecherzykéw nasiennych, prostaty oraz
najadrza (Molina i wsp., 2010; Schmid i wsp., 2013).

B Molekularne zmiany chromatyny plemnika

Analiza dojrzatosci chromatyny plemnikéw jest waznym
elementem oceny meskiej ptodnosci i nie ulega watpli-
wodci, iz powinna by¢ kolejnym krokiem po standar-
dowym badaniu seminologicznym. Pozwala na weryfi-
kacje jakosci materiatu genetycznego plemnikéw oraz
ich przydatnosci do technik wspomaganego rozrodu.

Chromatyna plemnika wykazuje unikatowa budowe.
Zawiera 2-15% histonéw jadrowych oraz specyficzne
dla niej protaminy (protamina 1 i protamina 2), bogate
w cysteine i arginine. Pozwala to na wytworzenie sta-
bilnego kompleksu z DNA, a dalej utworzenie struktury
toroidu (ang. protamine toroid) (Oliva, 2006; Oliva i wsp.,
2009; Ward, 2017). Budowa toroidu jest wysoce odmienna
od struktury nukleosomowej materiatu genetycznego
dzieki obecnosci protamin, ktére sg bardziej zasadowe niz
biatka histonowe charakterystyczne przede wszystkim
dla komoérek somatycznych. Toroid zbudowany jest
ze $cisle upakowanych petli (domeny 50 kpz — tysiac par
zasad, ang. kilo base pairs), stabilizowanych jonami cynku.
Poszczegdlne toroidy powigzane sa ze soba za pomoca
tacznikowych petli DNA (ang. toroid linker) wykazuja-
cych budowe nukleosomowa, ktére zwigzane sa z wtdk-
nami macierzy jadrowej (ang. matrix attachment region).
Sciste przyleganie do siebie bocznymi powierzchniami
toroidéw prowadzi do utworzenia prawidlowej struktury
materiatu genetycznego gamety meskiej (Carrell i wsp.,
2007; Francis i wsp., 2014; Kazienko i wsp., 2012; Lewis
iwsp., 2004; Martin-Coello i wsp., 2011; Oliva, 2006; Oliva
i Castillo, 2011; Piasecka i wsp., 2013; Rathke i wsp., 2014;
Venkatesh i wsp., 2011; Ward, 2010, 2011, 2017).

W trakcie przebudowy chromatyny plemnikéw
moze dochodzi¢ do wielu nieprawidtowodci, szcze-
gélnie u starszych mezczyzn. Zaburzenia te moga poja-
wiac sie na réznych etapach i w konsekwencji prowadzi¢

28

do nieprawidtowej kondensacji chromatyny plemnikéw.
Przyczyna moze by¢ zwigzana z: 1) nadmiarem reszt-
kowych histonéw jadrowych, gdy proces ich zastepo-
wania przez biatka przejsciowe jest uposledzony, 2) zabu-
rzonym procesem protaminacji, gdy biatka przejsciowe
nie s3 w prawidtowy sposéb zastepowane protaminami,
co moze zmieniac stosunek protaminy 1 do protaminy 2
i destabilizowa¢ strukture chromatyny gamet meskich,
3) obecnoscia przetrwatych nacie¢ DNA, ktére w warun-
kach fizjologicznych pojawiaja sie podczas przebudowy
chromatyny (Belloc i wsp., 2014b; Bungum i wsp., 2011;
Das i wsp., 2013; Jenkins i wsp., 2014; Leach i wsp., 2015;
Ramasamy i wsp., 2015; Sharma i wsp., 2015). Dlatego tez
tak wazne jest wykorzystanie réznych technik badaw-
czych weryfikujacych nieprawidtowosci chromatyny
na réznych etapach jej przebudowy (Agarwal i wsp., 2016,
2017; van der Horst i du Plessis, 2017; Ward, 2017). Pozwoli
to ocenid, ktéry z tych etapéw jest szczegdlnie podatny
na dziatanie czasu.

Nalezy podkresli¢, ze fragmentacja DNA plem-
nikéw, ktéra zdecydowanie zwieksza sie wraz z wiekiem
(Alshahrani i wsp., 2014; Belloc i wsp., 2014a; Das i wsp.,
2013; Garcia-Ferreyra i wsp., 2015; Johnson i wsp., 2015;
Katib i wsp., 2014; Plastira i wsp., 2007; Pourmasumi i wsp.,
2017; Sartorius i Nieschlag, 2010; Schmid i wsp., 2013;
Sharma i wsp., 2004, 2015; Vagnini i wsp., 2007), zwia-
zana jest réwniez ze stresem oksydacyjnym i generowa-
niem nadmiaru RFT, ktérych zrédtem obok niedojrza-
tych form plemnikéw powstatych w skutek zaburzen
spermatogenezy i nieudanej apoptozy wysoce zrdz-
nicowanych komérek germinalnych (Agarwal i wsp.,
2016; Aitken 2013, 2017; Aitken i De Iuliis, 2007; Sakkas
iAlvarez, 2010) sa stany zapalne oraz infekgje, szczegdlnie
w obrebie uktadu moczowo-ptciowego (Avellino i wsp.,
2017; Belloc i wsp., 2014a; Bisht i Dada, 2017; Dorostghoal
i wsp., 2017, Gunes i wsp., 2016; Katib i wsp., 2014; Sabeti
i wsp., 2016). Zmianom tym towarzyszy zmniejszenie
rezerwy antyoksydacyjnej (Frgczek i Kurpisz, 2005;
Walczak-Jedrzejowska, 2015). Wykazano pozytywna
korelacje wieku mezczyzny z poziomem reaktywnych
form tlenu w nasieniu (r = 0,2) (Cocuzza i wsp., 2008).

Alshahrani i wsp. (2014) prowadzili badania doty-
czace wptywu wieku mezczyzny na standardowe para-
metry seminologiczne, obecnos¢ reaktywnych form
tlenu oraz fragmentacje DNA (metodg TUNEL, ang.
terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
end labeling). Wykazali, ze plemniki mezczyzn >40. r.2.
miaty wyzsza fragmentacje materiatu genetycznego
($rednia: 24,4 +18,5%) w poréwnaniu mezczyznami
<30. r.z., 31.-40. r.z. i <40. r.z. (§rednia odpowiednio:
16,7 +11,2%; 19,1 +14,6%; 18,7 +14,1%)°. Podobnie
Vagnini i wsp. (2007) istotne rdznice w odsetku plemnikéw

3 Uwaza sie, ze niski stopien uszkodzenia chromatyny ma miejsce wtedy,
gdy odsetek plemnikéw z niedojrzata chromatyna miesci sie w zakresie
0-15%, $redni, gdy jest >15-30%, z kolei wysoki, gdy wynosi >30% (Agar-
wal i wsp., 2017; Bungum i wsp., 2011; Evenson, 2017; Leach i wsp., 2015;
Moskovtsev i wsp., 2006; Simon i wsp., 2017).
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z pofragmentowanym materiatem genetycznym zaobser-
wowali miedzy badanymi <35. r.z. vs. 36.-39. r.z. oraz
<35. r.z.vs. 240. 1.z. Z kolei Plastira i wsp. (2007) poréwnali
materiat genetyczny plemnikéw pozyskany od mezczyzn
z oligoastenoteratozoospermia (OAT, ang. oligoasthenotera-
tozoospermia) oraz mezczyzn z normozoospermia w dwéch
grupach wiekowych: 24.-34. r.z. 1 35.-45. r.z. Badacze
wykazali istotnie wyzszy odsetek komérek TUNEL-
pozytywnych, a takze CMA3-pozytywnych z obnizong
protaminacja, barwionych fluorochromem chromomy-
cyna A3 (CMA3, ang. chromomycin A3), w grupie mez-
czyzn starszych z OAT w poréwnaniu z mtodszymi (odpo-
wiednio érednia: 33,7 +6,7% vs. 26,3 +5,3%; 35,4 +8,2%
vs. 27,5 £7,9%) oraz istotne korelacje wieku z odsetkiem
plemnikéw z uszkodzona chromatyna. Natomiast ci sami
autorzy nie wykazali tych réznic ani korelacji u mezczyzn
z normozoospermia. Réwniez Winkle i wsp. (2009) istotne
réznice w integralnosci materiatu genetycznego w zalez-
nosci od wieku badanych zanotowali tylko w przypadku
mezczyzn z nieprawidtowymi parametrami seminolo-
gicznymi. Odsetek plemnikéw z uszkodzonym DNA byt
wyzszy w grupie mezczyzn >40. r.z. w poréwnaniu z bada-
nymi majacymi 36.-39. r.z. (§rednia: 25,00 £21,04 vs.
18,58 £15,00%). Z kolei inni badacze wykorzystujac test
z oranzem akrydyny (AO, ang. acridine orange), weryfiku-
jacy komorki z pojedyncza i podwdjna nicig DNA, stwier-
dzili takze zwigzek miedzy uszkodzeniem DNA plem-
nikéw a wiekiem mezczyzn (Das i wsp., 2013; Moskovtsev
iwsp., 2006; Schmid i wsp., 2013). Das i wsp. (2013) wyka-
zaliistotnie wyzszy odsetek komorek z nieprawidtowym
materialem genetycznym umezczyzn 240. r.z. w poréw-
naniu z mezczyznami <40. r.z. zaréwno w grupie z nor-
mozoospermia ($rednia: 17,0 £13,0 vs. 12,0 +8,0%),
jak i nieprawidtowymi parametrami nasienia (§rednia:
20,0 £18,0 vs. 12,0 £10,0%). Moskovtsev i wsp. (2006)
wykazali istotne réznice w odsetku plemnikéw z poje-
dyncza nicia DNA miedzy mezczyznami z grup <30. 1.2,
30.-34.r.z.,35.-39.1.2.140.-44. 1.z. (§rednia odpowiednio:
15,2 £8,4%; 19,4 £12,1%; 20,1 +10,9%,; 26,4 +16,0%)
a mezczyznami >45. r.z. (§rednia: 32,0 +17,1%). Schmid
i wsp. (2013) poréwnujac mezczyzn miedzy 22.-28. r.z.
z mezczyznami miedzy 65.-80. r.z., znalezli istotne
réznice w odsetku plemnikéw z pofragmentowanym
materiatem genetycznym (mediana: 2,4 vs. 4,1%), wyko-
rzystujac test SCSA (ang. sperm chromatin structure assay).
Wplyw wieku na fragmentacje DNA plemnikéw ujaw-
nili réwniez Garcia-Ferreyra i wsp. (2015), wykorzystujac
test dyspersji chromatyny plemnikéw. Autorzy stwier-
dzili istotnie wyzszy odsetek plemnikéw z pofragmento-
wanym DNA umezczyzn >50. r.z. ($rednia: 37,1 £17,61%)
w poréwnaniu z mezczyznami <39. r.z. oraz 40.-49. r.z.
($rednia odpowiednio: 17,4 +10,79%; 21,3 +£13,48%).
Nie zawsze jednak zwigzek miedzy integralnoscia
chromatyny a wiekiem badanego jest stwierdzany.
Brahem i wsp. (2011) badajac ptodnych i nieptodnych
mezczyzn, nie znalezli asocjacji miedzy fragmentacja
DNA a wiekiem w poréwnywanych grupach wiekowych

mezczyzn (20.-29. r.z., 30.-39. r.z, 40.-49. r.z,
50.=70. r.z.). Kim i wsp. (2013) wykorzystujac test z bte-
kitem aniliny (AB, ang. aniline blue), ujawniajacy plemniki
z nadmiarem resztkowych histonéw oraz test z blekitem
toluidyny (TB, ang. toluidine blue), weryfikujacy zabu-
rzenia struktury chromatyny plemnikéw, nie wykazali
istotnych réznic pomiedzy poréwnywanymi grupami
wiekowymi (£34., 35.-39., 240.). Podobne wyniki uzy-
skali Rybar i wsp. (2011), ktérzy oprécz testéw z ABiTB
wykorzystali CMA3. Badanych podzielili na 3 grupy:
20.-30.r.z.,,31.-40. 1.2, 41.-61. r.z., lecz miedzy zadna
z nich nie stwierdzili istotnych réznic. Natomiast Virant-
Klun i wsp. (2002) ocenili wptyw odsetka plemnikéw
z pojedyncza nicig DNA na jakos¢ zarodka po zasto-
sowaniu docytoplazmatycznej iniekcji plemnika (ICSI,
ang. intracytoplasmic sperm injection). Badacze dzielac
mezczyzn na grupy, ze wzgledu na odsetek plemnikéw
z nieprawidlowym materiatem genetycznym (0-55%,
56-100%), nie wykazali istotnych réznic w przypadku
ich wieku. Analogiczne rezultaty badan dotyczace obec-
noéci w nasieniu plemnikéw z pojedyncza niciag DNA
przedstawili Nijs i wsp. (2011). Autorzy badajac mez-
czyzn £34. r.z., 35.-40. r.z. i >40. r.z. nie stwierdzili
znaczacych réznic miedzy poréwnywanymi grupami.
Z kolei Kazerooni i wsp. (2009) wykorzystujac test z AO,
nie stwierdzili istotnych korelacji miedzy wiekiem mez-
czyzn a wynikami zastosowanego testu.

Z wiekiem dochodzi réwniez do intensyfikacji pro-
ces6w metylacji materiatu genetycznego plemnikdéw.
Wykazano pozytywna korelacje (r = 0,475) wieku ze ste-
zeniem 5-metylocytozyny (5mC, ang. 5-methylcytosine)
w meskich komérkach rozrodczych (Jenkins i wsp., 2013,
2014). Wraz z wiekiem mezczyzny wzrasta réwniez liczba
plemnikéw z duzymi jadrowymi wakuolami (LNV, ang.
large nuclear vacuoles) (de Almeida Ferreira Braga i wsp.,
2011; Perdrix i Rives, 2013). Dowiedziono, iz u mezczyzn
w grupach wiekowych 36.-40. r.z. i >40. r.z. zwieksza
sie odsetek komérek z LNV w poréwnaniu do mezczyzn
<35. r.z. (Silva i wsp., 2012).

Nie ulega watpliwosci fakt, ze zdolno$¢ plemnikéw
do zaptodnienia wyraznie zmniejsza sie wraz z wiekiem
mezczyzny, zaréwno w warunkach naturalnej prokreacji,
jak i wspomaganej medycznie. Zaburzenia te moga pro-
wadzi¢ do probleméw z uzyskaniem cigzy, jej donosze-
niem, a takze rozwojem zarodka (Johnson i wsp., 2015;
Ramasamy i wsp., 2015; Zitzmann, 2013).
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