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B Streszczenie

W niniejszym artykule dokonano przegladu pismiennictwa dotyczacego klinicznego znaczenia statusu chromatyny meskich komérek
rozrodczych dla uzyskania poczecia w warunkach naturalnych. Ponadto uwzgledniono powszechnie stosowane techniki badawcze
ujawniajace nieprawidtowosci chromatyny plemnikéw na réznych poziomach jej organizacji (np. jedno- i dwuniciowe pekniecia nici
DNA, podwyzszona zawarto$¢ histonéw, obnizona protaminacje, nieprawidtowa kondensacje). Opisane zostaty takze trzy gtéwne
teorie thumaczace pochodzenie uszkodzen chromatyny meskich gamet: zaburzenia reorganizacji chromatyny, ,nieudana” apoptoza
komérek gremialnych i stres oksydacyjny. Zwrécono takze uwage na czynniki etiologiczne odpowiedzialne za ich powstawanie (zylaki
powrézka nasiennego, choroby systemowe, infekcje meskiego uktadu ptciowego, zaburzenia hormonalne, niezdrowy styl zycia, szko-
dliwe czynniki §rodowiskowe, czynniki jatrogenne, zaawansowany wiek mezczyzny). W celu zaprezentowania klinicznego znaczenia

dojrzatosci i integralnosci genomu plemnikéw, z uwzglednieniem stosowanych przez badaczy testéw, przedstawiono réznice miedzy
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mezczyznami plodnymi oraz zdrowymi ochotnikami z normozoospermia a mezczyznami nieptodnymi lub nieptodnymi pochodza-
cymi z par z historia nawracajacych poronien. Mezczyzni nieptodni mieli wyzszy odsetek plemnikéw z uszkodzonym materiatem gene-
tycznym. Wykazano, ze metody oceny statusu chromatyny miaty dobra lub bardzo dobra wartos$¢ predykeyjna dla odréznienia mez-
czyzn ptodnych od nieptodnych lub od mezczyzn z par, u ktérych doszto do utraty ciazy. Z przegladu pismiennictwa wynika, ze status
chromatyny plemnikéw jest jednym z kluczowych czynnikéw etiologicznych meskiej nieptodnosci.

Stowa kluczowe: chromatyna plemnika, zaptodnienie, nieptodnos¢, poronienia

B Abstract

The present paper aimed to describe the role of the sperm chromatin status in natural conception. In addition, the commonly used research
techniques able to reveal abnormalities in sperm chromatin organization at various levels (e.g. single- and double-strand breaks in DNA,
increase in histone content, deficiency in protamination, abnormal condensation) were included. Moreover, three main theories explaining
the origin of chromatin damage in male gametes (disorders of chromatin reorganization, ‘abortive’ apoptosis of germinal cells, oxidative
stress) were described. Additionally, the etiological factors of sperm chromatin damage (varicocele, systemic diseases, infections of the
male reproductive system, hormonal disorders, unhealthy lifestyle, harmful environmental factors, iatrogenic factors, advanced paternal
age) were taken to the consideration. To evaluate the clinical utility of the sperm genome maturity and integrity with particular atten-
tion on type of used laboratory methods, the differences between fertile men and healthy volunteers with normozoospermia vs. infertile
ones and infertile men from couples with a history of recurrent miscarriages were discussed. The higher percentage of sperm cells with
damaged genetic material was found in infertile men. Moreover, it was shown that the methods of sperm chromatin status evaluation
had good or very good predictive value to distinguish fertile men from infertile or infertile male partners in couples experiencing recur-
rent pregnancy loss. Thus, the literature review shows that sperm chromatin status is one of the key etiological factors of male infertility.

Key words: sperm chromatin, fertilization, infertility, miscarriage

B skroty / Abbreviations

8-OHdG - 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna (ang. 8-hydroxy-2-deoxyguanosine); AB — btekit aniliny (ang. anilin blue); AUC - pole powierzchni
pod krzywa (ang. area under curve); ATP — adenozyno-5-trifosforan (ang. adenosine-5-triphosphate); BER — wycinanie par zasad azotowych
(ang. base excision repair); CMA3 — chromomycyna A3 (ang. chromomycin A3); DFI — indeks fragmentacji DNA (ang. DNA fragmentation
index); ANTP — deoksynukletydy (ang. deoksynucletides); dsSDF — dwuniciowe pekniecia DNA (ang. double stranded DNA fragmentation);
DTT - ditiotreitol (ang. dithiothreitol); EDC — zwiazki chemiczne zaburzajace gospodarke hormonalna (ang. endocrine disrupting chemicals/
compounds); HDS - intensywne wigzanie oranzu akrydyny (ang. high DNA stainability); NOX5 - oksydaza NAPH 5 (ang. NADPH oxidase 5),
OA - oranz akrydyny (ang. acridine orange); OGG1 - glikozylaza 8-oksoguaniny (ang. 8-oxoguanine DNA glycosylase); OR — iloraz szans (ang.
odds ratio); RFT — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species); SCD - test dyspersji chromatyny (ang. sperm chromatin dispersion);
P1 - protamina 1 (ang. protamine 1); P2 — protamina 2 (ang. protamine 2); SCSA - test oceniajacy strukture chromatyny plemnikéw (ang.
sperm chromatin structure assay); ssSDF — jednoniciowe peknie¢ DNA (ang. single stranded DNA fragmentation); TB — biekit toluidyny (ang.
toluidin blue); TdT - terminalna transferaza deoksynukleotydéw (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase); TUNEL - znakowanie koncow
nacie¢ nici DNA za posrednictwem terminalnej transferazy deoksynukleotydowej (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end-labeling); WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

Nieptodnos¢ partnerska dotyczy 15-20% par w wieku
reprodukcyjnym chcacych posiadac potomstwo. Stanowi
to ok. 186 mln nieptodnych par na swiecie (Agarwal i wsp.,
2019; Inhorn i Patrizio, 2015; Machen i Sandlow, 2020;
Murshidi i wsp., 2020; Pan i wsp., 2018; Uppangala i wsp.,
2016). Jest to problem nie tylko medyczny, ale takze
demograficzny, ekonomiczny i psychologiczny. Wiaze sie
on ze stale obserwowanym spadkiem dzietnosci w krajach
rozwinietych, wysokimi kosztami leczenia nieptodnosci,
konsekwencjami gospodarczymi wynikajacymi ze sta-
rzenia sie spoteczenstwa i psychologicznymi zwigzanymi
z niemozno$cig posiadania potomstwa (Agarwal i wsp.,
2015, 2019; Chanduszko-Salska, 2016; Machen i Sandlow,
2020; Szkodziak i wsp., 2020; Vander Borght i wsp., 2018).
Szacuje sie, ze udziat czynnika meskiego w nieptodnosci

partnerskiej wynosi ok. 50%. Wspétistnieje on z czyn-
nikiem zeniskim w ok. 30%, a w ok. 20% jest czynni-
kiem izolowanym. Doniesienia z ostatnich lat ujawniaja
jednak, ze w niektérych regionach geograficznych (Bliski
Wschéd) nastepuje zdecydowany wzrost udziatu czyn-
nika meskiego, ktéry moze wynosi¢ az 70% (Agarwal
i wsp., 2015, 2019). Ponadto, mimo coraz wiekszej
wiedzy na temat molekularnych podstaw funkcjono-
wania ludzkiego organizmu i rozwoju technik weryfiku-
jacych procesy i struktury komérkowe, gtéwnym andro-
logicznym narzedziem diagnostycznym wciaz pozostaje
standardowa ocena seminologiczna. Jest ona przeprowa-
dzana zgodnie z rekomendacjami Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) (WHO,
2010) i interpretowana w oparciu o ustalone wartosci
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referencyjne. W wielu przypadkach jest niewystarcza-
jaca do precyzyjnego odrézniania mezczyzn nieptod-
nych od ptodnych. Okazuje sie bowiem, ze nie zawsze
mezczyzni z obnizonymi standardowymi parametrami
nasienia sg nieptodni i nie zawsze mezczyzni z normo-
zoospermia sa ptodni. Szacuje sie, ze okoto 15% nie-
ptodnych mezczyzn charakteryzuje sie prawidtowym
wynikiem podstawowego badania nasienia (Agarwal
iwsp., 2015, 2019; Schulte i wsp., 2010). W takich przy-
padkach najprawdopodobniej maja miejsce nieprawidto-
wosci molekularne, ktére moga by¢ przyczyna nieptod-
nosci idiopatycznej, stanowiacej az 50% nieptodnosci
meskiej (Agarwal i wsp., 2019). Wymagaja one wprowa-
dzania dodatkowych i komplementarnych testéw ocenia-
jacych jakos¢ meskich komérek rozrodczych na poziomie
molekularnym, co niewatpliwie jest niezbedne do pra-
widlowego postepowania terapeutycznego.

Wyniki badan do$wiadczalnych i klinicznych suge-
rujg, ze istotnym biomarkerem kompetencji biologicznej
plemnikéw moze by¢ status/jakosc ich chromatyny, ktéra
moze wptywac na: 1) czas oczekiwania na ciaze; 2) proces
zaplodnienia; 3) rozwdj zarodka; 4) wzrost ryzyka wysta-
pienia poronien; 5) zdrowie przyszitego potomstwa
(Agarwal i wsp., 2015, 2016, 2019; Cho i Agarwal, 2018;
Cho i wsp., 2017, Machen i Sandlow, 2020; Sharma i wsp.,
2020; van der Horst i du Plessis, 2017). Dlatego tez w niniej-
szym artykule poddano analizie wyniki badan nauko-
wych dotyczace klinicznego znaczenia statusu chroma-
tyny meskich komérek rozrodczych, z uwzglednieniem
zastosowanych metod badawczych.

I Etiologia i patomechanizm uszkodzen
chromatyny plemnikow

Uszkodzenia chromatyny plemnikéw moga przejawiac sie
na réznych poziomach jej organizacji. Ujawnia sie: 1) jed-
noniciowe i dwuniciowe pekniecia nici DNA; 2) niedojrza-
tos¢ chromatyny zwigzana z zaburzona jej przebudowsa
podczas spermiogenezy obejmujaca m.in. zastepowanie
histonéw jadrowych przez specyficzne biatka chromatyny
plemnika — protaminy 1 (P1, ang. protamine 1) i 2 (P2,
ang. protamine 2) w procesie protaminacji; 3) nieprawi-
dtowa trzeciorzedows strukture chromatyny, wyrazajaca
sie nieprawidtows jej kondensacja. Wymienione zabu-
rzenia moga by¢ izolowane lub wspétistniejace. W celu
ich wykazania nalezy zastosowac komplementarne, wza-
jemnie uzupelniajace sie testy (Henkel i Leisegang, 2020;
Panner Selvam i wsp., 2020; Ribas-Maynou i Benet, 2019;
Sharma i wsp., 2020; Ward, 2017).

Molekularny patomechanizm prowadzacych do nie-
prawidtowosci w obrebie struktury chromatyny plem-
nikéw nie jest w pelni poznany. Istnieja jednak trzy
gltéwne teorie thumaczace pochodzenie jej uszkodzen:
1) zaburzenia przebudowy chromatyny; 2) ,nieudana”
apoptoza (ang. ‘abortive’ apoptosis) komorek gremialnych;
3) stres oksydacyjny (rycina 1) (Agarwal i Sengupta, 2020;
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B zaburzenia przebudowy chromatyny

Nukleoproteinowy kompleks tworzacy chromatyne
plemnikéw jest unikatowy. Zawiera on DNA upako-
wany w formie nukleosoméw charakterystycznych dla
komérek somatycznych oraz toroidéw specyficznych
dla meskich gamet. Jedynie 5-15% chromatyny zwia-
zanych jest z histonami budujacymi nukleosomy zawie-
rajace oktamer histonéw (histony: H2A, H2B, H3 1 H4),
na ktéry nawinieta jest helisa DNA. Natomiast pozo-
stala cze$¢ chromatyny zorganizowana jest w postaci
toroidéw, w sktad ktérych nie wchodzg histony, tylko
protaminy. Biatka te cechuje wysoka zawartos¢ cysteiny
i argininy, co warunkuje silng kondensacje DNA. Toroidy
tworzone sa przez $cisle upakowane spiralne petle DNA
(50-100 kpz — tysiac par zasad). Struktury te powigzane
sa ze soba za pomoca facznikowych petli DNA (ang. toroid
linker) o dtugosci ponizej 1000 pz (par zasad). Petle te nie
tylko integruja sasiadujace ze sobg toroidy, ale réwniez
wiaza je z wtdéknami macierzy jadrowej. Toroidy $cisle
do siebie przylegaja bocznymi powierzchniamii tworza
chromatynowe struktury wyzszego rzedu. Taka organi-
zacja chromatyny sprawia, ze material genetyczny plem-
nika jest 6-20-krotnie mocniej skondensowany niz ten
znajdujacy sie w komoérkach somatycznych (Bjsrndahl
i Kvist, 2014; Patankar i Parte, 2017; Ward, 2017).

Aby proces przebudowy chromatyny meskich komoérek
rozrodczych byl mozliwy, konieczne sa modyfikacje epi-
genetyczne histonéw somatycznych spermatocytéw (fos-
forylacja, ubikwitynacja, sumoilacja, ADP-rybozylacja,
metylacja) i histonéw jadrowych wydtuzajacych sie sper-
matyd (np. hiperacetylacja histonu H4). Pierwsze z nich
umozliwiaja usuniecie histonéw somatycznych okraglej
spermatydy i wbudowanie histonéw jadrowych. Z kolei
hiperacetylacja histonu H4 powoduje rozluznienie struk-
tury chromatyny. Z jednej strony promuje to wymiane
histonéw jadrowych na biatka przejsciowe TP1 i TP2,
ktore w wydtuzajacych sie spermatydach zastepowane
sa przez P1 i P2 (proces protaminacji), z drugiej nato-
miast sprzyja uszkodzeniu DNA. Nalezy podkresli¢,
ze usuniecie histonéw jadrowych i wbudowanie biatek
przejéciowych, a nastepnie protamin wymaga takze
aktywnosci topoizomerazy I, ktéra odpowiedzialna jest
za powstanie fizjologicznych przejsciowych podwéjnych
nacie¢ nici DNA (Hao i wsp., 2019; Henkel i Leisegang,
2020; Ward, 2017).

W konicowym etapie reorganizacji materiatu gene-
tycznego plemnika wolne konice DNA podlegaja ligacji
(taczeniu) katalizowanej takze przez topoizomeraze I1.
Wynika z tego, ze dojrzata chromatyna plemnika przy
prawidtowej aktywnosdci topoizomerazy II zawiera
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Ryc. 1. Sugerowany patomechanizm uczestniczacy w uszkodzeniach DNA plemnikéw
oraz konsekwencje tych nieprawidtowosci (szczegoty w tekscie)

integralny DNA, tym bardziej, ze enzym ten réwniez
zaangazowany jest w naprawe materiatu genetycznego.
Funkcja tego enzymu jest kontrolowana przez polime-
raze poli (ADP-rybozy), ktéra jest aktywowana w obec-
nosci nacie¢ nici DNA. Rozwazana jest hipoteza méwiaca
o tym, ze w przypadku nieprawidtowej aktywnosci tych
enzymoéw moze doj$¢ do pojawienia sie tzw. przetrwa-
tych endogennych nacie¢ nici DNA, konsekwencja czego
moze by¢ obecno$c¢ w ejakulacie plemnikéw z pofrag-
mentowanym DNA (Henkel i Leisegang, 2020; McPherson
i Longo, 1992; Muratori i wsp., 2019; Schulte i wsp., 2010).

Co wiecej, po zakoriczonej protaminacji ma miejsce dalsza
kondensacja i stabilizacja struktury chromatyny, ktéra
przede wszystkim zachodzi w najadrzu i jest efektem
tworzenia sie mostkéw dwusiarczkowych (S-S) wewnatrz
czasteczek protamin i pomiedzy nimi. Nalezy podkresli¢,
ze procesy te chronia materiat genetyczny przed uszko-
dzeniami, co wydaje sie niezwykle istotne ze wzgledu
na brak systeméw naprawczych DNA w dojrzatym plem-
niku. Zatem zaburzenia protaminacji i stabilizacji struk-
tury chromatyny predysponuja do powstania uszkodzen
jadrowego DNA.
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Fig. 1. Suggested pathomechanism involved in sperm DNA damage
and the consequences of these abnormalities (details in text)

Wielu autoréw ujawnia silng korelacje miedzy nie-
prawidtowo skondensowang chromatyna plemnika (np.
zwiekszona zawartos¢ histonéw jadrowych, obnizona pro-
taminacja, nieprawidtowy stosunek P1/P?2) a uszkodze-
niami jego jadrowego DNA (Bianchi i wsp., 1993; Evenson,
1990; Gorezyca i wsp., 1993; Henkel i Leisegang, 2020;
Javed i wsp., 2019; Manicardi i wsp., 1995). Ponadto wyka-
zano zwiazek miedzy integralnoscia genomu plemnikéw
a obnizonymi standardowymi parametrami seminolo-
gicznymi. Obecnie uwaza sie, ze nieprawidtowa dojrzatos¢
chromatyny plemnika i obnizona jej integralno$¢ moga
by¢ wskaznikiem zaburzen spermatogenezy (Gill i wsp.,
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2019a, 2019b; Henkel i Leisegang, 2020; Jakubik-Uljasz
iwsp., 2020; Lopes i wsp., 1998; McPherson i Longo, 1992;
Rosiak-Gill i wsp., 2019) (rycina 1).

B .Nieudana” apoptoza

Apoptoza, czyli zaprogramowana $mie¢ komorki, jest
procesem zachodzacym w wielu komérkach ludzkiego
organizmu, w tym w komoérkach germinalnych. Ma ona
szczegblne znaczenie, gdyz jej efektywnosc gwarantuje
selektywna eliminacje komérek, w tym z wadliwym
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materiatem genetycznym, co w konsekwencji zmniejsza
ryzyko zaptodnienia komérki jajowej plemnikiem nie-
prawidtowym. Ponadto zdolnosci komorek Sertolego
do podtrzymywania komorek linii spermatogenicznej
sg ograniczone i eliminacja tych niedoskonatych jest
wysoce uzasadniona, zwtlaszcza w przypadku two-
rzenia bariery krew—jadro. Szacuje sie, ze u ssakéw nawet
75% komorek germinalnych podlega temu procesowi
(Sakkas i wsp., 2003; Schulte i wsp., 2010; Ward, 2017).
Jedna z hipotez tlumaczacych powstawanie uszko-
dzen genomu plemnikéw jest zjawisko okresdlane ter-
minem ,nieudana” apoptoza (ang. ‘abortive’ apoptosis).
Sugeruje sie, ze komorki, ktére weszty na szlak apoptozy
z powodu m.in. uszkodzenn DNA (np. btedy replikacji
DNA, nieudana naprawa DNA), moga z niego ,uciec”
i finalnie nie podlegaja eliminacji. Przemawia za tym
fakt, iz u nieptodnych mezczyzn stwierdza sie wysoki
odsetek plemnikéw z obnizong jako$cig DNA, co zgodnie
z ta hipoteza moze by¢ zwiagzane z aktywacja endonukleaz
degradujacych DNA podczas apoptozy. Jednoczesnie
w plemnikach tych stwierdza sie ekspresje biatek zaan-
gazowanych w proces apoptozy: receptora $mierci FAS,
biatka p53, Bcl-2, polimerazy poli (ADP-rybozy) oraz
kaspaz — kluczowych dla apoptozy proteinaz cysteino-
wych. Ponadto na powierzchni tych komérek ujawnia sie
obecnos¢ fosfolipidu fosfatydyloseryny — markera wcze-
snej apopotozy. Patomechanizm zwiazany z ,nieudana”
apoptoza nie zostat do korica wyjasniony. Przypuszcza sie,
ze ma miejsce nadekspresja biatek antyapoptotycznych
(np. Bcl-2 i Bcl-x). Brak réwnowagi miedzy biatkami pro-
i antyapoptotycznymi moze przyczynic sie do zaburzen
spermatogenezy. Zwraca sie takze uwage, ze zawartos¢
ligandu FAS prawdopodobnie jest zbyt mata, jak réwniez
sygnalizacja komérkowa przez receptor FAS i inne recep-
tory nie funkcjonuje w sposéb poprawny, zwtaszcza przy
bardzo intensywnej spermatogenezie prowadzacej do pro-
dukcji nawet 200 x 10° plemnikéw dziennie. W efekcie
opisanych zjawisk zwieksza sie liczba nieprawidtowych
komorek rozrodczych w ejakulacie. Uwaza sie, ze w takich
przypadkach ma miejsce brak synchronizacji spermato-
genezy z apoptoza (Ammar i wsp., 2019; Henkel i Leisegang,
2020; Muratori i wsp., 2006, 2019; Panner Selvam i wsp.,
2020; Sakkas 1 EI-Fakahany, 2018; Sakkas i wsp., 2003;
Schulte i wsp., 2010; Simon i wsp., 2017, Ward, 2017).

B Stres oksydacyjny i reaktywne formy tlenu

Réwnowaga oksydacyjno-redukcyjna (redoks) nasienia
jest niezwykle istotna dla funkcjonowania plemnikéw.
Reaktywne formy tlenu (RFT, ang. reactive oxygen species)
biorg udzial m.in. w procesie spermatogenezy, kapacy-
tancji, hiperaktywacji, reakcji akrosomalnej i fuzji plem-
nika z oocytem, ktére sa niezbednymi etapami na drodze
do uzyskania zaptodnienia (rycina 2) (Adewoyin i wsp.,
2017, Agarwal i Sengupta, 2020; Aitken, 2020; Aitken
i Drevet, 2020; Aitken i wsp., 2015). Zaburzenie tego

balansu, poprzez nadmierne generowanie wolnych rod-
nikéw i/lub niewydolnos¢ systeméw antyoksydacyjnych,
moze prowadzi¢ do powstania stanu stresu oksydacyj-
nego, ktérego konsekwencjami moga by¢ zaburzenia sper-
matogenezy i uszkodzenia plemnikéw, w tym ich DNA.
Jest to bardzo istotny problem, poniewaz szacuje sie,
ze nawet 80% mezczyzn z nieptodnoscia idiopatyczna
ma podwyzszona zawarto$¢ RET w nasieniu. Dlatego tez
wielu autoréw wskazuje stres oksydacyjny nasienia jako
istotny czynnik etiologiczny niepowodzen w rozrodzie
(Agarwal i wsp., 2019; Agarwal i Sengupta, 2020; Aitken
i Drevet, 2020; Aitken i wsp., 2015; Elbardisi i wsp., 2020;
Henkel i Leisegang, 2020; Henkel i Solomon, 2018; Majzoub
i wsp., 2018, 2020; Simon i wsp., 2017) (rycina 1).

Zaburzenia réwnowagi redoks wptywaja na meska
plodnos¢ poprzez peroksydacje bton lipidowych meskich
gamet, ktéra prowadzi do powstania cytotoksycznych
aldehydéw, np. 4-hydroksynonenalu (4HNE, ang. 4-hydro-
xynonenal) i akroleiny. Ponadto ma miejsce oksydacja
biatek oraz DNA powodujaca jego fragmentacje i powsta-
wanie w nim adduktéw, np. 8-hydroksy-2’-deoksygu-
anozyny (8-OHdG, ang. 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine)
(rycina 1). Warto réwniez zaznaczy¢, ze plemniki wyka-
zuja aktywnos¢ tylko jednego enzymu odpowiedzialnego
za naprawe oksydacyjnych uszkodzenn DNA, ktérym jest
glikozylaza 8-oksoguaniny (OGG1, ang. 8-oxoguanine
DNA glycosylase) (Aitken i Drevet, 2020; Henkel i Leisegang,
2020). Enzym ten katalizuje usuwanie 8-OHdG oraz
naprawe DNA poprzez wycinane par zasad azotowych
(BER, ang. base excision repair). Co ciekawe, aktywnos¢
tego enzymu hamowana jest m.in. przez kadm zawarty
w dymie papierosowym. Stad tez u palaczy obserwuje
sie wyzszy poziom uszkodzen DNA, w tym 8-OHdG.
Moze to nie tylko negatywnie wptywac na ptodnos¢, ale
réwniez na zdrowie przysztych pokolen. U potomstwa
mezczyzn palacych papierosy istotnie czesciej stwierdza
sie ztosliwe nowotwory, na co — jak sugeruja — badacze
ma wplyw jakos¢ DNA plemnikéw w momencie zaptod-
nienia (Aitken i Baker, 2013; Aitken i Drevet, 2020; Aitken
i wsp., 2015; Henkel i Leisegang, 2020).

Nalezy podkresli¢, ze jednym z gtéwnych zrédet RET
w nasieniu sa plemniki. Reaktywne formy tlenu powstaja
w mitochondriach wstawki plemnika, na poziomie tan-
cucha oddechowego zlokalizowanego w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Rolg tego tanicucha jest wytwo-
rzenie zrédla energii w postaci adenozyno-5-trifosfo-
ranu (ATP, ang. adenosine-5"-triphosphate). Obok ATP
wytwarzane s3 takze RFT (anionorodnik ponadtlen-
kowy, rodnik hydroksylowy, nadtlenek wodoru i tlen
singletowy), ktére w przypadku dysfunkeji i uszkodzen
mitochondriéw moga by¢ nadmiernie generowane, powo-
dujac stres oksydacyjny zaréwno w matriks mitochon-
drialnej, jak i w cytozolu komérki (Aitken, 2020; Aitken
i Drevet, 2020; Idelchik i wsp., 2017). Warto zaznaczy¢,
ze nadmiar RFT pochodzacy z mitochondriéw moze
indukowaé apoptoze komorek rozrodczych poprzez
aktywacje kaspaz (wewnetrzpochodny szlak apoptozy)

35


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14656403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20012685
http://dx.doi.org/10.1017/9781316411124.004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31512048
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_29
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16368531
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-21664-1_5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32559347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32559347
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-71815-6_12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14656403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20012685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28935366
http://dx.doi.org/10.1017/9781316411124.004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28933362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28933362
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31846434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32012712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32012712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25999358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31081299
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32012712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32012712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25999358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31828966
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_29
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-71815-6_11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29713539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29713539
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_63
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28935366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32012712
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_29
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23784837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32012712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25999358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25999358
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-030-32300-4_29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31846434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32012712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32012712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28445781

POSTEPY ANDROLOGII ONLINE, 2020, 7 (1)

. ka
6\(‘\'\’ B L Ire
e,‘ ~ o ak(?/.
~ o ee
~ /{7
~ @]
~ S
.. /b&/
N /)Q
N
N
A Y
A )
‘.
‘.
A Y
A Y
LI
-3

.t

v 3.

1 %

o

Ryc. 2. Wybrane procesy fizjologiczne, zwigzane z meskim komérkami rozrodczymi,
stymulowane przez reaktywne formy tlenu (RFT)

Fig. 2. Selected physiological processes related to male germ cells,

stimulated by reactive oxygen species (ROS)

(Aitken, 2020; Aitken i Baker, 2013; Aitken i Drevet, 2020;

Grunewald i wsp., 2005). Ponadto zrédtem RFT s takze ~ ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru (Aitken i Drevet,
niedojrzate formy plemnikéw, szczegélnie te posiada-

2020; Vatannejad i wsp., 2019). Podczas wedréwki meskich
jace resztkowsq cytoplazme bogata w btonowa oksy-  gamet przez najadrze dochodzi do bliskiego kontaktu ich
daze zalezna od NADPH (identyfikowang jako NOXS5,

form niedojrzatych z prawidtowymi, co skutkuje wzro-
ang. NADPH oxidase 5). Enzym ten zaangazowany jest  stem ryzyka uszkodzenia plemnikowego DNA.

w intensywna generacje RFT, gtéwnie anionorodnika
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Za stres oksydacyjny nasienia moga by¢ takze odpo-
wiedzialne leukocyty, ktérych mechanizmem obronnym
jest uwalnianie duzej ilosci RET podczas wybuchu tleno-
wego. Poniewaz jest to nieswoista i nieselektywna odpo-
wiedZ immunologiczna, uszkodzeniu ulegaja nie tylko
patogeny znajdujace sie w nasieniu, ale réwniez plemniki,
tym bardziej ze zdolnos¢ antyoksydacyjna nasienia jest
niska (Agarwal i wsp., 2019; Agarwal i Sengupta, 2020;
Aitken i Drevet, 2020; Henkel i Solomon, 2018; Majzoub
i wsp., 2020).

Opisane powyzej zjawiska wskazuja, ze RET moga
uszkadza¢ DNA plemnikéw nie tylko w sposéb bez-
posredni (oksydacyjne uszkodzenie DNA), ale takze
posredni, bowiem w obecnosci RFT ma miejsce aktywacja
kaspaz i endonukleaz (nieoksydacyjne uszkodzenie DNA).

Czynniki etiologiczne uszkodzen
chromatyny

Poza wymienionymi trzema gtéwnymi teoriami ttu-
maczacymi powstawanie uszkodzen DNA plemnikéw
istnieje szerokie spektrum osobniczozaleznych endo-
i egzogennych czynnikéw etiologicznych, ktére wpltywaja
negatywnie na proces spermatogenezy. Zaliczy¢ do nich
mozna m.in.: 1) niewydolnos¢ uktadu krazenia, w tym
zylaki powrdzka nasiennego; 2) choroby systemowe,
takie jak cukrzyca, nowotwory; 3) przewlekte infekcje,
szczegblnie prostaty i innych gruczotéw dodatkowych
meskiego uktadu ptciowego; 4) zaburzenia hormonalne;
5) niezdrowy styl zycia, w tym brak aktywnosci fizyczne;j,
palenie tytoniu, naduzywanie alkoholu i innych $rodkéw
odurzajacych oraz nadwaga; 6) szkodliwe czynniki $rodo-
wiskowe, w tym promieniowanie jonizujace, toksyny czy
tez zwiazki chemiczne zaburzajace gospodarke hormo-
nalnga (zwiazki endokrynnie czynne, EDC, ang. endocrine
disrupting chemicals/compounds); 7) czynniki jatrogenne
takie jak krioprezerwacja nasienia; 8) zaawansowany
wiek mezczyzny (>35.-40. r.z.) i wynikajaca z niego obni-
zona sprawno$c¢ systeméw naprawy DNA i antyoksyda-
cyjnych. Warto réwniez podkresli¢, ze patomechanizm
uszkodzenia DNA plemnikéw w wyniku wymienionych
czynnikéw w wiekszosci zwigzany jest ze stresem oksy-
dacyjnym (rycina 1) (Buiiwsp., 2018; Cho i Agarwal, 2018;
Elbardisi i wsp., 2020; Henkel i Leisegang, 2020; Panner
Selvam i wsp., 2020; Ribas-Maynou i Benet, 2019; Sakkas
i El-Fakahany, 2018; Schulte i wsp., 2010; Simon i wsp., 2017).

Znaczenie uszkodzen chromatyny
plemnikéw w przypadkach naturalnej
koncepgcji z uwzglednieniem
zastosowanych testow

Test z btekitem aniliny i btekitem toluidyny

Testy z btekitem aniliny (AB, ang. aniline blue) i btekitem
toluidyny (TB, ang. toluidine blue) weryfikujace dojrza-
tos¢ chromatyny plemnikéw przewaznie stosowane

sa w badaniach naukowych. Nie maja one jednak statusu
testéw diagnostycznych. Test AB ujawnia plemniki
ze zwiekszong zawartoscia histonéw jadrowych (plem-
niki AB-pozytywne), gdyz barwnik ten wiaze sie z rod-
nikiem aminokwasu lizyny wystepujacej w histonach.
Z kolei TB taczac sie z grupami fosforanowymi tancu-
chéw polinukleotydowych DNA, pozwala na wykazanie
plemnikéw z nieprawidtows struktura/kondensacja chro-
matyny (plemniki TB-pozytywne) (Agarwal i wsp., 2016;
Erenpreiss i Zubkova, 2018; Kazerooni i wsp., 2009; Schulte
i wsp., 2010; Sharma i wsp., 2020).

Kliniczne znaczenie oceny dojrzatosci chromatyny
plemnikéw z wykorzystaniem AB i TB zweryfikowali
Pourmasumi i wsp. (2019). Autorzy ci wykazali, ze mez-
czyzni z normozoospermia rozwazani jako potencjalnie
ptodni mieli istotnie nizszy odsetek plemnikéw AB-
i TB-pozytywnych (odpowiednio $rednie: 49,75% oraz
58,95%) w poréwnaniu do catej analizowanej populacji
mezczyzn nieptodnych (odpowiednio $rednie: 54,29%
oraz 62,52%), do wyselekcjonowanej grupy mezczyzn
z nieptodnoscia idiopatyczna (odpowiednio $rednie:
51,35% oraz 60,95%), z oligozoospermia (odpowiednio
$rednie: 67,76% oraz 69,76%), astenozoospermia (odpo-
wiednio $rednie: 58,71% oraz 64,17%) i z oligoastenozo-
ospermia (odpowiednio $rednie: 67,49% oraz 71,00%).
Podobne wyniki uzyskali réwniez inni autorzy, ktérzy
wykazali, Ze mezczyzni ptodni z normozoospermia mieli
istotnie nizszy odsetek plemnikéw TB-pozytywnych
niz nieptodni (§rednie: 24,00% vs. 47,00%) lub nie-
plodni z astenoteratozoospermia (Srednie: 30,88% vs.
61,37%) (Ajina i wsp., 2017; Tsarev i wsp., 2009). Ponadto
wykazano istotne réznice w odsetkach plemnikéw
AB- i TB-pozytywnych miedzy grupa mezczyzn ptod-
nych (odpowiednio $rednie: 15,75% i 16,70%), nieptod-
nych z zylakami powrézka nasiennego (odpowiednio
$rednie: 40,95% i 60,85%) i nieptodnych bez zylakéw
powrdzka nasiennego (odpowiednio srednie: 40,60%
i 33,50%) (Talebi i wsp., 2008). Co wiecej, wykazano,
ze zdrowi ochotnicy z normozoospermia mieli istotnie
nizszy odsetek plemnikéw nie tylko AB-pozytywnych,
ale i TB-pozytywnych (odpowiednio $rednie: 24,20%
129,10% oraz 30,20% i 32,80%) niz mezczyzni nieptodni
z urazami rdzenia kregowego (odpowiednio $rednie:
52,45% 1 63,54%) oraz mezczyzni z cze$ciowa lub cat-
kowita globozoospermia (odpowiednio $rednie: 81,30%
179,80% oraz 73,10% i 86,30%) (Talebi i wsp., 2013, 2018).

Analiza krzywej ROC (ang. receiver operating charac-
teristic) i pola powierzchni pod krzywa (AUC, ang. area
under curve)' wykazata satysfakcjonujaca wartos¢ pre-
dykcyjna testu TB (AUC = 0,750) dla odréznienia mez-
czyzn ptodnych od nieptodnych. Wartoé¢ graniczna
stanowito 42% plemnikéw TB-pozytywnych, co suge-
rowato, ze u mezczyzn z odsetkiem plemnikéw >42%

1 Analiza krzywej ROC i pola powierzchni pod krzywa jest narzedziem
statystycznym oceniajacym potencjal danego testu dla odréznienia
dwdéch badanych populacji w zaleznosci od posiadania danej cechy/wysta-
pienia zjawiska (np. ptodny/nieptodny, cigza/poronienie).
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istnialo istotnie wyzsze ryzyko nieptodnosci. Co wiecej,
kobiety z par, w ktérych mezczyzni mieli >45% plem-
nikéw TB-pozytywnych, mialy 7,2-krotnie mniejsze
szanse (OR, ang. odds ratio) na zajicie w cigze w poréw-
naniu z kobietami z par, w ktérych mezczyzni mieli
<45% plemnikéw TB-pozytywnych (Tsarev i wsp., 2009).
Wykazano réwniez réznice w odsetkach plemnikéw AB-
i TB-pozytywnych mezczyzn z par, u ktérych zdiagno-
zowano 23 nieuzasadnione nawracajace poronienia
w odniesieniu do mezczyzn ptodnych (Kazeroonii wsp.,
2009; Talebi i wsp., 2012). Wykazano, ze mezczyzni z tej
pierwszej grupy mieli istotnie wyzszy odsetek plemnikéw
AB-pozytywnych (odpowiednio srednie: 25,90% 1 46,84%
vs. 13,00% 1 28,12%) i TB-pozytywnych (odpowiednio
$rednie: 63,51% vs. 28,82%).

Test dyspersji chromatyny plemnikéw
Diagnostyczny test dyspersji chromatyny plemnikéw
(SCD, ang. sperm chromatin disperssion) (Halosperm G2°
test) pozwala na zidentyfikowanie plemnikéw, ktérych
chromatyna nie podlega dyspersji po denaturacji
(komorki z pofragmentowanym DNA) (Agarwal i wsp.,
2016; Ferndndez i wsp., 2018; Majzoub i wsp., 2020; Schulte
i wsp., 2010; Sharma i wsp., 2020; Simon i wsp., 2017).

Badania wielu autoréw ujawniaja, ze mezczyzni
plodnimaja istotnie nizszy odsetek plemnikéw z pofrag-
mentowanym DNA (SDF, ang. sperm DNA fragmentation)
(np. $rednie: 10,80%, 10,83%, 11,54%, 17,46%) niz mez-
czyzninieptodni (np. §rednie: 20,40%, 25,70%, 33,00%),
nieptodni z astenozoospermia (§rednia: 18,76%), aste-
noteratozoospermia (§rednia: 25,23%), oligozoospermia
($rednia: 23,31%), oligoastenozoospermia ($rednia:
24,54%) i z oligoastenoteratozoospermia (rednie: 24,64
147,30%) (Chohan i wsp., 2006; Choucair i wsp., 2016;
Evgeniiwsp., 2015; Ferndndez i wsp., 2005; Majzoub i wsp.,
2018; Wiweko i Utami, 2017; Zhang i wsp., 2010). Podobne
wyniki uzyskano réwniez w przypadku badan autor-
skich, w ktérych stwierdzono istotnie nizszy odsetek
SDF w grupie zdrowych mezczyzn z normozoospermia
w poréwnaniu z mezczyznami nieptodnymi (mediany:
14,00% vs. 23,00%) (Gill i wsp., 2019b). Nalezy jednak
podkresli¢, ze nie zawsze podwyzszonemu odsetkowi
plemnikéw z pofragmentowanym DNA towarzysza
zaburzenia podstawowych parametréw nasienia.
Stwierdzono bowiem, ze pomimo normozoospermii
potwierdzonej u mezczyzn nieptodnych odsetek ten
byt istotnie wyzszy (Srednia: 27,30%) w poréwnaniu
z mezczyznami plodnymi ($rednia: 16,30%) (Ferndndez
iwsp., 2005). Zatem standardowa analiza nasienia nie
moze by¢ jedynym kryterium definiujacym potencjal
reprodukcyjny nasienia.

Wyzszy odsetek SDF, w poréwnaniu z mezczy-
znami ptodnymi lub zdrowymi ochotnikami z nor-
mozoospermia, ujawnia sie takze w grupie mezczyzn
nieptodnych z infekcjami uktadu moczowo-ptcio-
wego spowodowanymi przez Chlamydia trachomatis
i Mycoplasma ($rednia: 35,22%) (Gallegos i wsp., 2008),
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z zylakami powrézka nasiennego (Srednia: 25,54%)
(Cortés-Gutiérrez i wsp., 2016), z czeéciowa lub catko-
witg globozoospermig (§rednie: 61,70% 1 57,80%) (Talebi
iwsp., 2018), jak réwniez w przypadku mezczyzn z par,
u ktérych stwierdzono idiopatyczne nawracajace poro-
nienia (§rednia: 19,28%) (Ribas-Maynou i wsp., 2012b).
Jednak mimo licznych dowodéw naukowych potwier-
dzajacych kliniczne znaczenie SDF opublikowane zostaty
takze wyniki badan, ktére nie wykazaty istotnych réznic
miedzy grupa mezczyzn ptodnych a grupa mezczyzn,
ktérych partnerki zaszty w cigze spontaniczna lub wspo-
magang medycznie, ale cigza nie zakonczyta sie urodze-
niem zywego dziecka (Evgeni i wsp., 2015).

Niektérzy autorzy podjeli probe okreslenia wartosci
predykcyjnej testu SCD. Analizujac krzywa ROC, uzy-
skano dobra wartos¢ predykceyjna tego testu (AUC = 0,862,
0,871 1 0,899) dla odréznienia mezczyzn ptodnych
od nieptodnych. Wartos¢ graniczna odsetka plemnikéw
z pofragmentowanym DNA, powyzej ktérej istniato
wysokie ryzyko nieptodnosci, dla poszczegdlnych AUC
wynosita odpowiednio: 26,10% 24,74% 1 22,50% (Javed
iwsp., 2019; Ribas-Maynou i wsp., 2012b; Wiweko 1 Utami,
2017). Ponadto wykazano dobra wartos¢ predykcyjna
(AUC = 0,814) testu dyspersji chromatyny odrézniajaca
mezczyzn ptodnych od tych z par, u ktérych stwierdzono
idiopatyczne nawracajace poronienia. W badaniach tych
wartoscia graniczna, powyzej ktdrej istotnie rosto ryzyko
utraty ciazy, byto 18,50% SDF (Ribas-Maynou i wsp.,
2012b). Z kolei badania autorskie ujawnity satysfakcjo-
nujaca wartos¢ testu SCD, gdy analizowano fragmentacje
plemnikowego DNA zdrowych ochotnikéw z normozo-
ospermia i mezczyzn z nieprawidtowymi podstawowymi
parametrami seminologicznymi (AUC = 0,753) lub tez gdy
poréwnywano mezczyzn z normozoospermia i mezczyzn
nieptodnych (AUC = 0,785) (Gill i wsp., 2019a, 2019b).
Co ciekawe, w badaniach tych wykazano, ze wartoscia
graniczng odrézniajaca obie populacje mezczyzn byto
odpowiednio 18% i 20% SDF, podobnie jak w przypad-
kach wspomnianych wczesniej poronien (Ribas-Maynou
i wsp., 2012b). Ponadto ryzyko wystapienia nieprawidto-
wych parametréw semiologicznych w grupie mezczyzn
z >18% SDF byto ponad 5-krotnie wyzsze (OR: 5,394)
niz w grupie mezczyzn z <18% SDF (Gill i wsp., 2019a).
Co wiecej, w grupie mezczyzn nieptodnych ryzyko wysta-
pienia >20% SDF byto ponad 6,5-krotnie wyzsze (OR:
6,5909) niz w grupie zdrowych ochotnikéw z normozo-
ospermia (Gill i wsp., 2019b).

Biorac pod uwage opisane wyniki badan, w ktérych
wykorzystuje sie test dyspersji chromatyny plemnikoéw,
szansa na cigze uzyskana droga naturalng moze zmniej-
szad sie juz w przypadku wartosci SDF >18%, ktoéra jest
wartoscig nizsza od wartosci 30% uznanej przez produ-
centa testu SCD jako warto$¢ graniczna, powyzej ktérej
zmniejsza sie potencjat ptodnosci mezczyzny. Wydaje sie
zatem, ze badani z SDF >18%, a w szczegdlnosci >20%,
moga wymagac interwencji terapeutycznej w celu osia-
gniecia sukcesu rozrodczego. Zatem wynik SDF juz
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w przedziale 18-30% moze mie¢ znaczenie kliniczne
dla osiagniecia sukcesu reprodukcyjnego.

Test z wykorzystaniem fluorochromu
chromomycyny A3
Fluorochorm chromomycyny A3 (CMA3, ang. chromo-
mycin A3) wykazuje powinowactwo do tych obszaréw
nici DNA, ktére bogate sa w sekwencje guanina-cyto-
zyna (G-C), z ktérymi wiaza sie protaminy. Tym samym
test ten pozwala na weryfikacje plemnikéw z obnizona
protaminacja chromatyny (komérki CMA3-pozytywne)
(Agarwal i wsp., 2016; Erenpreiss i Zubkova, 2018; Kazerooni
iwsp., 2009; Schulte i wsp., 2010; Sharma i wsp., 2020).
Wykazano, ze mezczyzni ptodni lub zdrowi ochotnicy
z normozoospermia maja istotnie nizszy odsetek gamet
CMAS3-pozytywnych (np. $rednie: 13,00%, 14,35%,
21,10%, 24,43%, mediana: 25,00%) niz mezczyzni nie-
plodni (np. srednie: 47,82, 55,80%), nieptodni z oligozo-
ospermig ($rednia: 33,00%), astenozoospermiag (§rednia:
45,00%), oligoastenozoospermia (Srednia: 62,00%),
oligoastenoteratozoospermia (mediana: 41,00%), cze-
$ciowy (§rednie: 49,701 60,10%) lub catkowita globozo-
ospermia ($rednia: 68,60%), zylakami powrézka nasien-
nego ($rednia: 57,15%) i z urazami rdzenia kregowego
(§rednia: 49,95%) (Darmishonnejad i wsp., 2020; Hosseinifar
iwsp., 2015; Kazerooni i wsp., 2009; Nasr-Esfahani i wsp.,
2009; Nili i wsp., 2009; Talebi i wsp., 2008, 2012, 2013,
2016, 2018; Zandemami i wsp., 2012). Co wiecej, wyka-
zano, ze nieprawidtowa protaminacja chromatyny
plemnikéw moze by¢ przyczyna poronien. U mezczyzn
z par, u ktérych stwierdzono nawracajace poronienia,
ujawniono istotnie wyzszy odsetek plemnikéw CMA3-
pozytywnych ($rednie: 25,90% i 42,35%) niz u mezczyzn
ptodnych (Kazerooni i wsp., 2009; Talebi i wsp., 2016).
Warto réwniez zaznaczy¢, ze test CMA3 uzyskat dobra
wartoé¢ prognostyczng (AUC = 0,855) dla dyskryminacji
grupy mezczyzn ptodnych i nieptodnych. W badaniach
tych warto$¢ graniczna stanowito 61,00% plemnikéw
CMA3-pozytywnych (Nasr-Esfahani i wsp., 2009).

Test kometowy

Test kometowy (ang. comet assay) umozliwia bezpo-
$rednia ocene nacie¢ DNA podczas jego elektroforezy
w zelu agarozowym. W analizie tej chromatyne plem-
nikéw poddaje sie dziataniu soli o duzym stezeniu (w celu
usuniecia biatek zwigzanych z DNA) oraz dziataniu ditio-
treitolu (DTT, ang. dithiothreitol) (redukcja mostkéw S=S).
Wyrdznia sie dwa warianty testu, pierwszy przepro-
wadzany jest w warunkach wysokiego pH (alkaliczny
test kometowy, denaturacja przy pH >13), drugi przy
pH neutralnym (obojetny/neutralny test kometowy,
brak denaturacji). Alkaliczny test kometowy umoz-
liwia zaréwno weryfikacje jednoniciowych peknieé nici
DNA (ssSDF, ang. single stranded DNA fragmentation), jak
i podwdjnych (dsSDF, ang. double stranded DNA fragmen-
tation), natomiast neutralny jedynie dsSDF. Jednakze
nie jest to metoda majaca status testu diagnostycznego

(Agarwal i wsp., 2016; Cortés-Gutiérrez i wsp., 2018;
Majzoub i wsp., 2020; Schulte i wsp., 2010; Sharma i wsp.,
2020; Simon i wsp., 2017; Sheikh i wsp., 2008).

Stosujac alkaliczng odmiane testu kometowego, wyka-
zano, ze mezczyzni ptodni mieli istotnie nizszy stopien
uszkodzenn DNA? (§rednie: 21,10% i 30,40%) niz mez-
czyzni nieptodni (§rednia: 68,22%), nieptodni z asteno-
zoospermia (Srednia: 45,00%), oligozoospermig ($rednia:
33,00%), astenoteratozoospermia bez i z zylakami
powrdzka nasiennego (odpowiednio srednie: 60,52%
i 78,98%), oligoastenozoospermia (§rednia: 62,00%),
oligoastenoteratozoospermia ($rednia: 60,81%) oraz
z translokacjami chromosomowymi (Srednia: 73,24%).
Stosujac réwniez neutralny test kometowy, uzyskano
podobne réznice (Nili i wsp., 2009; Ribas-Maynou i wsp.,
2012a). Ponadto badania (Enciso i wsp., 2009), w ktérych
osobno analizowano dsSDF i ssSDF (alkaliczny test kome-
towy), wykazaty, ze mezczyzni ptodni mieli istotnie
nizszy odsetek plemnikéw z dsSDF niz mezczyzni nie-
plodni (§rednie: 6,60% vs. 33,60%), jednak nie réznili sie
odsetkiem plemnikéw z ssSDF. Stad tez autorzy badan
sugeruja, ze dsSDF moga mie¢ wieksze znaczenie w etio-
patogenezie meskiej nieptodnosci niz ssSDF. Ponadto
podkreslaja oni, ze podwdjne naciecia nici DNA, w prze-
ciwienstwie do pojedynczych nacie¢, rzadziej podlegaja
efektywnej naprawie przez oocyt. Jednak nie zawsze
wyniki testu kometowego koresponduja ze statusem plod-
noéci mezczyzny. Nie stwierdzono bowiem réznic miedzy
grupa ptodnych mezczyzn i grupa mezczyzn z nieptod-
noscia idiopatyczna, gdy zastosowano alkaliczny test
kometowy (Verit i wsp., 2006). Jednak ujawniono zwigzek
miedzy wynikami testu kometowego a nawracajacymi
poronieniami (Ribas-Maynou i wsp., 2012b). Wykazano,
ze mezczyzni ptodni mieli istotnie nizszy odsetek plem-
nikéw z pofragmentowanym DNA od mezczyzn z par,
u ktérych potwierdzono idiopatyczne nawracajace poro-
nienie niezaleznie od zastosowanego wariantu metody.
[stniata jednak duza réznica w $rednich odsetkach plem-
nikéw z uszkodzonym DNA w zaleznoéci od wariantu
metody. W przypadku zastosowania neutralnego testu
kometowego stwierdzono wyzsze odsetki plemnikéw
z uszkodzonym DNA zaréwno w grupie mezczyzn ptod-
nych, jak i mezczyzn z par z historig poronien (Srednie:
44,00% vs. 84,64%) w poréwnaniu z wynikami uzyska-
nymi z wykorzystaniem alkalicznego testu kometowego
($rednie: 23,53% vs. 33,61%). Ponadto wartos¢ predyk-
cyjna testu kometowego zalezata od wariantu tego testu.
W przypadku alkalicznego wariantu osiggnieto dobra
(AUC = 0,899) i bardzo dobra (AUC = 0,977) wartoé¢
prognostyczna dla odréznienia mezczyzn ptodnych
od nieptodnych (Javed i wsp., 2019; Ribas-Maynou i wsp.,
2012b). Wartos¢ graniczng stanowito 45,65% lub 48,47%.
plemnikéw z fragmentacja DNA Jednakze nie potwier-
dzono istotnej wartos$ci prognostycznej tego testu dla

2 Odsetek plemnikéw z uszkodzonym DNA zawieral zaréwno odsetek
komoérek z pojedynczymi, jak i podwéjnymi nacieciami DNA.
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odréznienia mezczyzn z par, u ktérych wystapity nawra-
cajace poronienia od mezczyzn ptodnych. Natomiast sto-
sujac neutralny test kometowy, wykazano dobra wartos¢
prognostyczna testu (AUC = 0,858) dla odréznienia tych
grup mezczyzn. Warto$cia graniczng byto 77,50% plem-
nikéw z pofragmentowanym DNA. Jednakze w bada-
niach tych nie wykazano wartosci prognostycznej tego
wariantu metody dla osiagniecia ciazy (Ribas-Maynou
i wsp., 2012b).

Testy z wykorzystaniem oranzu akrydyny
Do oceny integralno$ci DNA wykorzystuje sie réwniez
metachromatyczny fluorochrom oranzu akrydyny (OA,
ang. acridine orange), ktéry po uprzedniej denaturacji chro-
matyny za pomoca niskiego pH wiaze sie z jadrowym
DNA plemnikéw. Gamety zawierajace pojedyncza ni¢
DNA emituja czerwong fluorescencje w obrebie gtowki
(komorki OA-pozytywne czerwone), z kolei te z podwéjng
nicig DNA zielona (komérki OA-pozytywne zielone, pra-
widtowe). Jednakze ocena odsetka plemnikéw barwio-
nych OA w mikroskopie fluorescencyjnym nie ma statusu
testu diagnostycznego (Agarwal i wsp., 2016; Kazerooni
i wsp., 2009; Majzoub i wsp., 2020; Schulte i wsp., 2010;
Sharma i wsp., 2020). Natomiast weryfikacja przeprowa-
dzona w cytometrze przeptywowym — test SCSA (ang.
sperm chromatin structure assay) — jest wystandaryzowana
metoda diagnostyczna, w ktérej ustala sie indeks frag-
mentacji DNA (DFI, ang. DNA fragmentation index) oraz
odsetek niedojrzatych plemnikéw z duza zawartoscia
histonéw, ktére silnie wiaza OA (HDS, ang. high DNA
stainability) (Agarwal i wsp., 2016; Evenson, 2018; Majzoub
i wsp., 2020; Schulte i wsp., 2010; Sharma i wsp., 2020).
Badania z wykorzystaniem OA i mikroskopii flu-
orescencyjnej wykazaty, ze mezczyzni ptodni i zdrowi
ochotnicy z normozoospermia maja istotnie nizszy
odsetek plemnikéw OA-pozytywnych (czerwonych) (np.
$rednie: 11,50%, 17,12%, 17,30%) niz mezczyzni nie-
ptodni (srednie: 31,06 i 33,50%), z zylakami powrézka
nasiennego ($rednia: 60,55%), z urazami rdzenia krego-
wego ($rednia: 62,66%), z czeSciowsy (Srednia: 33,20%)
lub catkowita globozoospermig ($rednia: 30,10%) (4jina
i wsp., 2017; Talebi i wsp., 2008, 2013, 2018). Jednakze
cze$¢ autoréw nie wykazata réznic, w odsetku plemnikéw
OA-pozytywnych czerwonych, miedzy grupa mezczyzn
ptodnych i nieptodnych (Chohan i wsp., 2006), jak réwniez
miedzy grupa mezczyzn z par, u ktérych stwierdzono
nawracajace poronienia (Kazerooni i wsp., 2009).
Podobnie w przypadku testu SCSA wykazano, ze mez-
czyzni ptodni maja istotnie nizszy DFI (np. srednie: 8,90,
11,10%, 11,80%, mediana: 25,65%) niz mezczyzni nie-
ptodni (np. §rednie: 20,30%, 22,00%, 23,10%), z nieptod-
noscig idiopatyczna (mediana: 34,28%) lub czesciowa
globozoospermia ($rednia: 33,83%) (Chohan i wsp., 2006;
Hosseinifar i wsp., 2015; Saleh i wsp., 2003; Venkatesh i wsp.,
2011; Zini i wsp., 2001, 2002). Jednak wyniki badan
autoréw nie zawsze sg zgodne. Stwierdza sie takze brak
réznic miedzy grupa mezczyzn ptodnych i nieptodnych,
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ale z normozoospermia (Zini i wsp., 2002). Wykazuje sie
réwniez, ze mezczyzni ptodni oraz nieptodni z normo-
zoospermia maja istotnie nizszy odsetek HSD niz mez-
czyzni nieplodni z nieprawidtowymi standardowymi
parametrami seminologicznymi (odpowiednio mediany:
8,00% 19,00% vs. 11,00%) (Saleh i wsp., 2003).
Podobnie jak w przypadku opisywanych juz wczesniej
metod, dokonano analizy krzywej ROC w celu okreslenia
warto$ci predykcyjnej testu SCSA. Analiza ta wykazata,
ze test ten ma nie tylko satysfakcjonujaca (AUC = 0,790),
ale réwniez bardzo dobrg (AUC = 0,919) wartos$¢ pre-
dykcyjna dla odréznienia mezczyzn ptodnych od nie-
ptodnych. Warto$¢ graniczna DFI dla poszczegdlnych
AUC, powyzej ktérej istnieje ryzyko nieptodnosci, wyno-
sita odpowiednio 20,08% i 30,28% (Javed i wsp., 2019;
Venkatesh i wsp., 2011). Dane te zgodne s z wynikami
innych autoréw, ktérzy wskazuja, ze DFI <20% wiaze sie
z wysoka szansa na uzyskanie cigzy spontanicznej oraz
po zastosowaniu inseminacji domacicznej, natomiast
przy >20-30% szansa ta zdecydowanie sie zmniejsza.
Z kolei w przypadku DFI >30% sugeruje sie wykorzystanie
procedury zaptodnienia pozaustrojowego. Nie mozna
pomina¢ faktu, ze DFI >40% istotnie zwieksza ryzyko
na wystapienia poronien (Cho i wsp., 2017; Evenson, 2017).

Test TUNEL
Metoda TUNEL (ang. terminal deoxynucleotidyl transfe-
rase-mediated dUTP nick end-labeling) jest metoda bezpo-
$rednio weryfikujaca naciecia DNA. Dzieki egzogennej
terminalnej transferazie deoksynukleotydéw (TdT, ang.
terminal deoxynucleotidyl transferase) do wolnych konicéw
3’-OH pojedynczych i podwéjnych naciec¢ nici DNA przy-
taczane sa deoksynukletydy (ANTP, ang. deoksynucletides).
Naciecia DNA znakowane sa fluoresceing. Weryfikacja
odsetka plemnikéw z pofragmentowanym DNA (komorki
TUNEL-pozytywne emitujace zielona fluorescencje)
przeprowadzana jest przewaznie w cytometrze przepty-
wowym, ale mozna jej dokona¢ réwniez przy pomocy
mikroskopii fluorescencyjnej. Niezaleznie od wykorzy-
stanej aparatury badawczej metoda TUNEL nie ma statusu
testu diagnostycznego (Agarwal i wsp., 2016; Muratori
i Baldi, 2018; Schulte i wsp., 2010; Simon i wsp., 2017).
Jak wykazato wielu autoréw, odsetek plemnikéw
TUNEL-pozytywnych u mezczyzn ptodnych lub zdro-
wych ochotnikéw z normozoospermia (np. $rednie:
5,90%, 7,75%, 9,03%) jest istotnie nizszy niz u mezczyzn
nieptodnych (np. $rednie: 18,84%, 32,91%, 40,90%),
z urazami rdzenia kregowego ($rednia: 32,91%) oraz
z czesciowa lub catkowity globozoospermia (odpo-
wiednio $rednie: 12,30% i 18,30%) (Chohan i wsp., 2006;
Darmishonnejad i wsp., 2020; Sergerie i wsp., 2005; Sharma
iwsp., 2010; Talebi i wsp., 2013, 2018; Zhang i wsp., 2010).
Ponadto ustalono, ze mezczyzni z par, u ktérych stwier-
dzono nawracajace poronienia, mieli istotnie wyzszy
odsetek plemnikéw TUNEL-pozytywnych niz mez-
czyzni ptodni (§rednie: 30,05% vs. 9,03%) (Talebiiwsp.,
2016). Test TUNEL wydaje sie réwniez uzytecznym
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narzedziem umozliwiajacym odréznienie mezczyzn plod-
nych od nieptodnych. Wykazano bowiem, ze ma on dobra
(AUC = 0,820) lub bardzo dobra (AUC = 0,901, 0,930)
warto$¢ predykcyjna. Stwierdzana wartos$¢ graniczna
odsetka plemnikéw TUNEL-pozytywnych, dla poszcze-
gélnych AUC wynosita odpowiednio 19,25%, 22,08%
120,00% (Javed i wsp., 2019; Sergerie i wsp., 2005; Sharma
iwsp., 2010).

B Podsumowanie

Wyniki opisanych badan naukowych wyraznie wska-
zuja, ze uszkodzenia chromatyny plemnikéw sa jednym
z kluczowym czynnikéw determinujacych meska ptod-
nos¢, ktéry moze wptywac na sukces reprodukceyjny.
Nieprawidtowosci te moga catkowicie uniemozliwiaé
zaptodnienie badz tez moga by¢ tolerowane na wcze-
snych etapach rozwoju prenatalnego, zwiekszajac jednak
ryzyko utraty ciazy. Mozna zatem uznac, ze ocena chro-
matyny plemnikéw dostarcza cennych informacji o ich
kompetencji do zaptodnienia, prawidlowego rozwoju
zarodka i przebiegu ciazy. Analizy te powinny by¢ roz-
wazane wspolnie z wynikami standardowej oceny semi-
nologiczne;j.

B Finansowanie

Badania statutowe Pomorskiego Uniwersytetu Medycz-
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