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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
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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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-

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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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 i
fertilization i
pronuceli O
2PN i OPN

Abnormal fertilization

I I

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.
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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
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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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objetosci blastocysty
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Blastocysta
Blastocel wypetnia >50%
objetosci blastocysty
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blastocysta
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Objetoscig blastocelu wigksza niz

cata wczesna blastocysta, ciensza
ostonka przejrzysta

blastocysta
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Wylegnieta
blastocysta

Wezet zarodkowy . . . . , . . -
(ICM, embrioblast) liczne, sglsl_e przylggqjace kilka, quno'u+ozonych pojedyncze komorki

’ do siebie komorki komoérek
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’ do siebie komorki komorek
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Wylegajaca sie wylegajaca sie blastocysta z trofoektoderma

wychodzacg poza ostone przejrzystg

wylegnieta blastocysta, ktora catkowicie
opuscita ostone 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 jednoczesnie 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
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1

Early blastocysta
Blastocel fills <50%
of the blastocyst

2

Blastocysta
Blastocel fills >50%
of the blastocyst

3
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Blastocel fills the blastocyst

4
Expanded blastocyst

The volume of blastocele is larger
than the entire early blastocyst,
the zona pellucida becomes
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5
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¢)

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


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/26757265

WPEYW STATUSU CHROMATYNY PLEMNIKOW LUDZKICH NA WYNIKI ROZRODU W WARUNKACH IN VITRO

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).
Wartosé¢ 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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