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Streszczenie

Uzasadnienie i cel pracy. Podstawowe badanie nasienia nie zawsze jednoznacznie wskazuje na przyczynę zaburzeń płodności u męż-
czyzn. Jedną z dodatkowych metod diagnostycznych jest ocena dojrzałości chromatyny plemników, odzwierciedlająca prawidłową 
przebudowę i kondensację materiału genetycznego podczas spermiogenezy. Celem pracy było znalezienie związku między podstawo-
wymi parametrami nasienia a dojrzałością chromatyny plemników. 
Materiał i metody. W grupie 63 mężczyzn zgłaszających się z powodu niepłodności partnerskiej wykonano podstawowe badanie 
nasienia (WHO, 2010). Do badania dojrzałości chromatyny zastosowano barwienie plemników kwaśnym roztworem błękitu aniliny 
(AB) (czerwone – chromatyna dojrzała, niebieskie – chromatyna niedojrzała). 
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Wyniki. Odsetek plemników z dojrzałą chromatyną (komórki AB  -negatywne) mieścił się w zakresie 8–83 (mediana: 45%). Pacjenci 
z nieprawidłowym odsetkiem plemników AB  -negatywnych (<70%) mieli statystycznie istotnie niższą koncentrację plemników w porów-
naniu do badanych, u których wykazano ≥70% komórek AB  -negatywnych (mediana: 18,7 vs. 60,6 mln/mL). Z kolei,  pacjenci z odset-
kiem ≥4% plemników o prawidłowej morfologii mieli istotnie wyższy odsetek plemników AB  -negatywnych (mediana: 49,7 vs. 36,9%). 
Dojrzałość chromatyny plemników korelowała z waukolizacją główki plemnika w obrębie regionu postakrosomalnego (rs = 0,46) oraz 
z koncentracją leukocytów w nasieniu (rs = −0,26). 
Interpretacja i wnioski. Wyniki sugerują, że zaburzeniom koncentracji i morfologii plemników, jak również liczby leukocytów w ejaku-
lacie mogą towarzyszyć nieprawidłowości przebudowy chromatyny plemników manifestujące się zwiększoną ilością histonów jądrowych. 
Słowa kluczowe: plemniki, chromatyna, kondensacja DNA, niepłodność męska

Abstract

Wstęp

Chromatyna, struktura występująca w jądrze komór-
kowym, zbudowana jest z DNA, białek histonowych i nie-
histonowych. Chromatyna zawarta w plemnikach dzięki 
obecności protamin charakteryzuje się znacznie większą 
kondensacją niż chromatyna komórek somatycznych. 
Taka budowa materiału genetycznego pozwala na znaczne 
zmniejszenie wielkości jądra komórkowego i umożliwia 
szybkie dostarczenie ojcowskiego materiału genetycz-
nego, ale przede wszystkim warunkuje jego odporność 
na działanie czynników fi zycznych oraz chemicznych 
w trakcie wędrówki plemników przez męski, a następnie 
żeński układ płciowy do bańki jajowodu, gdzie następuje 
zapłodnienie (Björndahl i Kvist, 2010, 2014; Francis i wsp., 
2014; Gawecka i wsp., 2015; Miller, 2015).

Kondensacja materiału genetycznego w plemnikach 
odbywa się w czasie przekształcania spermatyd w plem-
niki (końcowy etap procesu spermatogenezy) (Kazienko 
i wsp., 2012). W tym procesie białka histonowe zostają 
zastąpione przez inne, bardziej zasadowe białka, tzw. 

protaminy, bogate w argininę i cysteinę. Duża zawartość 
argininy warunkuje tworzenie silnych wiązań między 
cząsteczkami DNA, podczas gdy cysteina (utlenianie 
grup tiolowych SH) umożliwia tworzenie wiązań disiarcz-
kowych zarówno wewnątrz, jak i między cząsteczkami 
protaminy, co powoduje zdecydowanie większą kon-
densację materiału genetycznego w główce plemnika 
(Björndahl i Kvist, 2010; Rathke i wsp., 2014; Wiland i wsp., 
2006). Protaminy w połączeniu z DNA tworzą struk-
tury zwane toroidami, zbudowane z silnie upakowanych 
pętli DNA powiązanych i stabilizowanych jonami cynku 
oraz cysteiną (Björndahl i Kvist, 2010, 2011; Ward, 2010). 
Plemniki, w których wymiana histonów na protaminy 
nie dokonała się, nie mają odpowiedniej kondensacji 
chromatyny (niedojrzała chromatyna), a tym samym 
nie mają dostatecznej ochrony materiału genetycznego, 
co może prowadzić do fragmentacji i uszkodzeń DNA 
(Björndahl i Kvist, 2010, 2011; Francis i wsp., 2014).

Ocena jakościowa i ilościowa nasienia jest podsta-
wowym badaniem służącym do  oceny stanu płod-
ności u mężczyzn. Wieloletnie obserwacje pozwoliły 

Background and objectives. Th e basic semen analysis not always clearly indicate the cause of fertility problems in men. One of the additional 
diagnostic method is assessment of sperm chromatin maturity refl ecting  proper remodeling and condensation of the genetic material during 
spermiogenesis. Th e aim of the study was to fi nd the relationship between the basic parameters of semen and sperm chromatin maturity.
Material and methods. Th e standard semen analysis (WHO, 2010) was carried out on spermatozoa of men (n = 63) of infertile couples. 
Th e staining with acidic solution of aniline blue (AB) (red – mature chromatin, blue – immature chromatin) was used to evaluate the 
sperm chromatin maturity.
Results. Th e proportion of mature sperm chromatin (AB  -negative cells) was in the range 8–83 (median 45%). Patients with abnormal 
percentage of AB  -negative sperms (<70%) had a signifi cantly lower concentration of spermatozoa in comparison to subjects with 
AB  -negative cells ≥70% (median 18.7 vs. 60.6 million / mL). On the other hand, patients with percentage of sperm cells with normal 
morphology ≥4% had signifi cantly higher percentage of AB  -negative spermatozoa (median 49.7 vs. 36.9%). Th e maturity of the sperm 
chromatin correlated with the sperm head vacuolisation within the postacrosomal region (rs = 0.46), and the concentration of leuko-
cytes in the semen (rs = −0.26). 
Interpretation and conclusions. Th e results suggest that disorders of sperm concentration and morphology as well as the number of 
leukocytes in the ejaculate may be accompanied by abnormalities of sperm chromatin remodeling manifested by an increased amount 
of nuclear histones.
Key words: spermatozoa, chromatin, DNA condensation, male infertility

Skróty / Abbreviations

AB – błękit aniliny (ang. aniline blue), WHO – Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
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stwierdzić, iż podstawowe badanie nasienia nie jest 
wystarczające do jednoznacznej oceny płodności męż-
czyzny oraz dokładnego określenia przyczyny niepłod-
ności (Björndahl, 2011; Cooper i wsp., 2010; Kazienko i wsp., 
2012; Pizzol i wsp., 2014; WHO, 2010). Wykluczenie czyn-
nika męskiego w niepłodności partnerskiej tylko na pod-
stawie badania nasienia skłania lekarzy do wykonywania 
u kobiety badań, które są często inwazyjne i kosztowne. 
Powoduje to jednocześnie rosnący stres u obojga part-
nerów, co ma niekorzystny wpływ na czynność gonad 
i utrudnia prokreację (Boivin i Gameiro, 2015). Z drugiej 
strony odstępstwa od wartości referencyjnych w podsta-
wowym badaniu nasienia nie zawsze łączą się z niemoż-
nością uzyskania ciąży (Buck Louis i wsp., 2014; Jørgensen 
i wsp., 2012 ). 

Ocena dojrzałości chromatyny plemników może być 
jednym z dodatkowych badań nasienia, które umożliwi 
diagnostykę przyczyn męskiej niepłodności. Budowa 
materiału genetycznego gamety męskiej wpływa bowiem 
na zdolność plemników do zapłodnienia oraz na rozwój 
zarodka. Prawidłowa dojrzałość chromatyny plemników 
wskazuje na większą szansę osiągnięcia samoistnej ciąży 
oraz może ułatwić kwalifi kację pacjenta do zastosowania 
technik wspomaganego rozrodu pomimo obniżonych 
wartości podstawowych parametrów nasienia. Wpływa 
także na zwiększenie prawdopodobieństwa urodzenia 
zdrowego dziecka (Boe  -Hansen i wsp., 2006; Boitrelle i wsp., 
2015; Gawecka i wsp., 2015; Zhao i wsp., 2014; Zini i wsp., 
2014). Zatem celem niniejszych badań było znalezienie 
związku między podstawowymi parametrami nasienia 
a dojrzałością chromatyny plemników.

Materiał i metody

Badania wykonano¹ na ejakulowanych plemnikach uzyskanych 
od  mężczyzn (n = 63) w  wieku 20–58 lat (33  ±6), którzy byli 
pacjentami Poradni Andrologii i Endokrynologii Płodności przy 
Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym im. Wojskowej Akademii 
Medycznej w  Łodzi, z  powodu niepłodności pary. Mężczyźni 
otrzymali informację na temat badania i wyrazili pisemną zgodę 
na uczestnictwo w badaniu. Wykluczono pacjentów z azoospermią. 

Podstawowe badanie seminologiczne (objętość i pH nasienia, 
koncentracja, całkowita liczba plemników w ejakulacie, ruchliwość, 
żywotność i morfologia plemników) wykonano zgodnie z rekomen-
dacjami ŚWIATOWEJ Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Healt 
Organization) z 2010 r. (WHO, 2010). Morfologię męskich gamet 
oceniano na podstawie barwienia rozmazów plemników metodą 
Papanicolaou. Weryfi kowano obecność wakuoli w regionie akro-
somalnym i postakrosomalnym i wyrażano jako wartość odsetka 
plemników, u których te zjawiska stwierdzono. Na podstawie stan-
dardowej oceny nasienia wyróżniono następujące kategorie semi-
nologiczne: normozoospermia– 23 przypadki; oligozoospermia 

1 Procedura badań była pozytywnie zaopiniowana przez Komisję 
Bioetyczną Uniwersytetu Medycznego w  Łodzi – numer zezwolenia 
RNN/125/12/KE.

(koncentracja plemników <15 mln/mL) 21 przypadków; astenozo-
ospermia (ruch postępowy <32%) 16 przypadków; teratozoospermia 
(odsetek prawidłowych plemników <4%) 23 przypadki. W tej grupie 
znaleźli się również pacjenci z więcej niż jednym parametrem badania 
ogólnego odbiegającym od wartości referencyjnej, tj. z astenotera-
tozoospermią – 5 przypadków; oligoteratozoospermią – 3 przy-
padki; oligoastenozoospermią – 2 przypadki i z oligoastenoterato-
zoospermią – 5 przypadków.  Natywne próbki nasienia zamrażano 
w temp. −20oC do czasu wykonania oceny chromatyny plemników 
(ok. 2 mies.). Po rozmrożeniu nasienie było płukane roztworem 
soli fi zjologicznej i odwirowywane przy prędkości 3000 g przez 5 
minut. Czynność tę powtarzano dwukrotnie. 

Do oceny dojrzałości chromatyny plemników wykorzystana 
została metoda barwienia kwaśnym błękitem aniliny (AB, ang. aniline 
blue) za pomocą dostępnego komercyjnie testu (SpermFunc® Histone, 
BRED Life Science Technology Inc., Chiny). W skład testu wchodziły: 
bufor fosforanowy, bufor TRIS (2  -Amino  -2  -hydroxymethyl  -propa
ne  -1,3  -diol), roztwór błękitu aniliny, roztwór ksantenu oraz for-
maldehyd 4% (w/v). Barwienie wykonano według instrukcji produ-
centa. Barwienie błękitem aniliny umożliwia weryfi kację plemników 
z obecnością resztkowych histonów, bowiem barwnik ten selek-
tywnie łączy się z bogatymi w lizynę histonami i ujawnia anomalię 
w kondensacji chromatyny plemników (Sellami i wsp., 2013). W teście 
tym plemniki charakteryzujące się pełną dojrzałością chromatyny 
(bez resztkowych histonów, komórki AB  -negatywne) mają główki 
zabarwione na kolor czerwony (rycina 1). Z kolei plemniki z nie-
prawidłowo skondensowaną chromatyną (komórki AB-pozytywne), 
w której obecne są w dużej ilości resztkowe histony, mają główki 
zabarwione na niebiesko. Według sugestii producenta testu plem-
niki zabarwione na kolor pośredni zaliczono do nieprawidłowych. 
Dolna wartość referencyjna dla plemników z prawidłowo dojrzałą 
chromatyną – wg producenta – to 70%. Ocenę dojrzałości chroma-
tyny plemników przeprowadzono w mikroskopie świetlnym, stosując 
powiększenie ×1000 (Nikon Eclipse E600, Japonia).

Uzyskane wyniki zaprezentowano, podając przedział zmien-
ności, medianę, średnią arytmetyczną i odchylenie standardowe. 
Zgodność rozkładu zmiennych ciągłych z rozkładem normalnym 
sprawdzono za pomocą testu Shapiro–Wilka, przyjmując zgodność 
na poziomie istotności p > 0,05 (>5%). Porównanie dwóch grup nie-
zależnych w zakresie badanych zmiennych dokonano, stosując nie-
parametryczny test istotności U Manna–Whitneya. Współzależność 
zmiennych zweryfi kowano, obliczając współczynniki korelacji rang 
Spearmana. Poziom istotności statystycznej przyjęto dla p < 0,05.

Wyniki

Wyniki standardowej oceny seminologicznej wraz z oceną 
dojrzałości chromatyny plemników (mediana: 45%, 
zakres: 8–83%) przedstawiono w tabeli 1. Tylko w przy-
padku 8 mężczyzn (12,7%) spośród 63 badanych stwier-
dzono ≥70% plemników z prawidłowo dojrzałą chroma-
tyną. Porównując standardowe parametry seminologiczne 
między grupą mężczyzn, u których wykazano ≥70% plem-
ników AB–negatywnych (komórki z dojrzałą chromatyną) 
a grupą badanych, u których stwierdzono <70% plem-
ników AB-negatywnych, różnicę statystycznie istotną 
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Ryc. 1. Mikroskopowa ocena dojrzałości chromatyny plemników  barwionych kwaśnym błękitem aniliny (AB) i roztworem ksantenowym. Strzałka biała – 
plemniki z dojrzałą chromatyną (główki plemników czerwone, komórki AB-negatywne), strzałka czarna – plemniki z niedojrzałą chromatyną (główki 
plemników ciemnoniebieskie, komórki AB-pozytywne), grot strzałki – pośrednie formy plemników zakwalifi kowane jako niedojrzałe (główki plemników 

ciemnoniebieskie i częściowo czerwone, komórki AB-pozytywne). Skala = 10 μm

Fig. 1. Microscopic evaluation of chromatin maturity of sperm stained with acidic aniline blue (AB) xanten solution. White arrow – sperm cells with 
mature chromatin (red sperm head, AB-negative cells), black arrow – sperm cells with immature chromatin (dark blue sperm head, AB-positive cells), 

arrowhead – sperm cells with intermediate stain included into immature (dark blue and partly red sperm head, AB-positive cells). Scale bar = 10 μm

Tabela 1. Wyniki standardowej oceny seminologicznej oraz testu z błękitem aniliny (AB) (n = 63)

Table 1. Descriptive statistics of standard semen and aniline blue (AB) analyses (n = 63)

Parametr / Parameter –X (SD)
Mediana 
Median

Zakres 
Range

Wiek (lata) / Age (years) 33 (6,0) 33,0 20,0–58,0

Objętość (mL) / Volume (mL) 4,2 (1,5) 4,0 1,1–8,3

Koncentracja plemników (mln/mL) / Sperm concentration (mln/mL) 35 (37,0) 24,0 2,0–210,0

Całkowita liczba plemników (mln/ejakulat) / Total sperm number (mln/ejaculate) 136 (141,0) 87,0 4,0–780,0

Plemniki ruchliwe (%) / Motile sperm cells (%) 58 (14,0) 59,0 24,0–82,0

Plemniki z ruchem postępowym (%) / Sperm cells with progressive motility (%) 40 (18,0) 43,0 4,0–73,0

Plemniki z brakiem ruchu (%) / Immotile sperm cells 41 (14,0) 39,0 18,0–76,0

Żywotność plemników (% plemników eozyno-negatywnych) / Sperm vitality (% eosine-negative sperm cells) 80 (9,0) 83,0 49,0–93,0

Plemniki z prawidłową morfologią (%) / Sperm cells with normal morphology (%) 3 (2,0) 3,0 0,0–7,0

Plemniki z wakuolami w regionie akrosomalnym (%) / Sperm cells with vacuoles in the acrosomal region (%) 32 (17,0) 33,0 2,0–83,0

Plemniki z wakuolami w regionie postakrosomalnym (%) / Sperm cells with vacuoles in the postacrosomal region (%) 5 (3,0) 4,0 0,0–17,0

Plemniki z resztkową cytoplazmą (%) / Sperm cells with residual cytoplasm (%) 2 (2,0) 1,0 0,0–9,0

Koncentracja komórek okrągłych (mln/mL) / Round cells concentration (mln/mL) 3 (7,0) 1,0 0,0–45,0

Koncentracja leukocytów (mln/mL) / Leukocyte concentration (mln/mL) 1 (6,0) 0,0 0,0–45,0

Plemniki z prawidłową dojrzałością chromatyny (% komórek AB-negatywnych) /
Sperm cells with normal maturity of chromatin (% AB-negative cells)

45 (16,0) 45,0 8,0–83,0

X– (SD) – średnia arytmetyczna (odchylenie standardowe) / arithmetic mean (standard deviation)

(p = 0,01) wykazano tylko w przypadku koncentracji 
męskich gamet. Mężczyźni, u których odsetek plemników 
z dojrzałą chromatyną wynosił ≥70, wykazywali istotnie 
wyższą koncentrację plemników w ejakulacie (mediana: 
60,6 vs. 18,7 mln/mL) (rycina 2). Z kolei, porównując 
mężczyzn z ≥4% (n = 40) i <4% (n = 23) plemników o pra-
widłowej morfologii stwierdzono statystycznie istotnie 
(p = 0,015) wyższy odsetek plemników AB  -negatywnych 
w grupie mężczyzn z prawidłową morfologią plemników 

(mediana: 49,7 vs. 36,9%) (rycina 3). Ponadto, analiza 
korelacji rang Spearmana² ujawniła statystycznie istotne 
(p < 0,05) zależności między odsetkiem plemników 
AB  -negatywnych a odsetkiem plemników zawierających 
wakuole w obrębie regionu postakrosomalnego główki 

2 Przyp. red.: uzyskane wartości współczynnika korelacji interpretowa-
no w następujący sposób: <0,2 – brak związku liniowego; 0,2–0,4 – słaba 
zależność; 0,4–0,7 – umiarkowana zależność; 0,7–0,9 – silna zależność; 
>0,9 – bardzo silna zależność
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plemnika (rs = 0,46) oraz między koncentracją leukocytów 
(rs = −0,26). W przypadku pozostałych parametrów nie 
stwierdzono statystycznie istotnych korelacji (tabela 2). 
Na podstawie wielkości współczynnika korelacji można 
przyjąć istnienie umiarkowanej zależności między dojrza-
łością chromatyny a odsetkiem plemników z wakuolami 
w regionie postakrosomalnym oraz istnienie słabej zależ-
ności między koncentracją leukocytów. Dokonano analizy 
korelacji między odsetkiem plemników AB  -negatywnych 
a morfologią plemników w grupie mężczyzn o prawi-
dłowej morfologii (z ≥4%, n = 40) oraz osobno u mężczyzn 

z teratozoospermią i uzyskano wartości nieznamienne 
statystycznie (odpowiednio rs = −0,16 i rs = −0,07).

Dyskusja

Wraz z postępem medycyny oraz rozwojem nowych 
możliwości diagnostycznych nasuwają się wątpliwości 
co do wystarczającej roli podstawowego badania nasienia 
w diagnostyce niepłodności u mężczyzn, zwłaszcza w tzw. 
niepłodności idiopatycznej. Opracowanie nowych technik 

Tabela 2. Korelacja rang Spearmana (rs) między wynikami test z błękitem aniliny (plemniki AB-negatywne) a wiekiem mężczyzn 
oraz standardowymi parametrami seminologicznymi (n = 63)

Table 2. Correlation (rank Spearman correlation coeffi  cient – rs) of aniline blue assay (AB-negative sperm cells) with age 
and parameters of standard semen analysis (n = 63)

Parametr / Parameter rs p

Wiek (lata) / Age (years) −0,050 0,697

Objętość (mL) / Volume (mL) 0,007 0,955

Koncentracja plemników (mln/mL) / Sperm concentration (mln/mL) −0,048 0,704

Całkowita liczba plemników (mln/ejakulat) / Total sperm number (mln/ejaculate) −0,050 0,692

Plemniki ruchliwe (%) / Motile sperm cells (%) 0,042 0,740

Plemniki z ruchem postępowym (%) / Sperm cells with progressive motility (%) 0,114 0,370

Plemniki z brakiem ruchu (%) / Immotile sperm cells 0,001 0,988

Żywotność plemników (% plemników eozyno-negatywnych) / Sperm vitality (% eosine-negative sperm cells) 0,050 0,694

Plemniki z prawidłową morfologią (%) / Sperms with normal morphology (%) 0,063 0,620

Plemniki z wakuolami w regionie akrosomalnym (%) / Sperm cells with vacuoles in the acrosomal region (%) 0,124 0,332

Plemniki z wakuolami w regionie postakrosomalnym (%) 
/ Sperm cells with vacuoles in the postacrosomal region (%)

0,456 <0,0001

Plemniki z resztkową cytoplazmą (%) / Sperm cells with residual cytoplasm (%) −0,145 0,254

Koncentracja komórek okrągłych (mln/mL) / Round cells concentration (mln/mL) −0,214 0,091

Koncentracja leukocytów (mln/mL) / Leukocyte concentration (mln/mL) −0,257 0,041

p < 0,05 – korelacja statystycznie istotna; p < 0.05 – correlation statistically signifi cant 

Ryc. 2. Porównanie koncentracji plemników w nasieniu mężczyzn z <70% 
(n = 55) i ≥70% (n = 8) plemników AB-negatywnych (test z błękitem aniliny). 

Test U Manna–Whitneya, ab: p = 0,01

Fig. 2. Comparison of sperm concentration between subjects with <70% 
(n = 55) and with ≥70% (n = 8) AB-negative sperm cells (aniline blue assay). 
Manna–Whitney U-test, diff erent letters (ab) denote signifi cant diff erence 

between compared groups, p = 0.01

Ryc. 3. Porównanie odsetka plemników AB-negatywnych (test z błękitem 
aniliny) między grupami mężczyzn z <4% (n = 23) i ≥4% (n = 40) plemników 

z prawidłową morfologią. Test U Manna–Whitneya, ab: p = 0,015

Fig. 3. Comparison of the percentage of AB-negative sperm cells (aniline blue 
assay) between groups with <4% (n = 23) and with ≥4% (n = 40) spermatozoa 
with normal morphology. Mann–Whitney U test, diff erent letters (ab) denote 

signifi cant diff erence between compared groups, p = 0.015
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pozwalających na bardziej szczegółową analizę poszcze-
gólnych elementów ejakulatu umożliwia uzyskanie 
nowych informacji na temat jakości nasienia. Między 
innymi standardowa ocena seminologiczna nie daje pew-
ności co do zdolności plemników do zapłodnienia komórki 
jajowej i dalszego rozwoju zarodka. Tymczasem nowe 
metody diagnostyczne mogą wykazać zmiany w komór-
kach na poziomie molekularnym, np. związane z mate-
riałem genetycznym (Iranpour, 2014; Krausz i wsp., 2015). 
Tego typu analizy wydają się szczególnie ważne w przy-
padku kwalifi kacji pacjenta do technik wspomaganego 
rozrodu (Kazerooni i wsp., 2009; Kazienko i wsp., 2012).

W niniejszej pracy jako badanie dodatkowe zasto-
sowano ocenę dojrzałości chromatyny plemników (test 
z AB). Według zaleceń producenta testu za wartość refe-
rencyjną uznano ≥70% plemników z prawidłową dojrza-
łością chromatyny (komórki AB  -negatywne). Wśród męż-
czyzn z niepłodnych par tylko u 12,7% (8 z 63 badanych) 
wykazano nasienie z odsetkiem plemników ≥70% z pra-
widłowo dojrzałą chromatyną. Niektórzy autorzy (Auger 
i wsp., 1990; Sellami i wsp., 2013; Zhang i wsp., 2015) uznają 
jednak wartość 80% plemników z prawidłową dojrzało-
ścią chromatyny za dolną granicę wartości referencyjnej. 
Przy takim założeniu jeszcze mniejszy odsetek mężczyzn 
(1,6%) biorących udział w opisywanym badaniu miałby 
prawidłowe pod tym względem plemniki. 

Poszukuje się związku między dojrzałością chroma-
tyny plemników a standardowymi parametrami semi-
nologicznymi (Kim i wsp., 2013; Sellami i wsp., 2013), 
co pozwoliłoby  na dalsze prawidłowe postępowanie 
diagnostyczne i terapeutyczne. W pracy Bianchi i wsp. 
(1996) wykazano zależność między niedojrzałością 
chromatyny plemników a obniżeniem koncentracji oraz 
żywotności plemników. Pacjenci z dużym odsetkiem 
plemników z nieprawidłową dojrzałością chromatyny 
mieli znamiennie niższą koncentrację plemników niż 
pacjenci z dużym odsetkiem plemników z prawidłową 
dojrzałością chromatyny, co może wskazywać na upo-
śledzenie procesu przekształcania spermatyd w plem-
niki w nabłonku plemnikotwórczym. Ponadto, Bianchi 
i wsp. (1996) nie uzyskali korelacji między dojrzałością 
chromatyny plemników a ich morfologią, co było zgodne 
z wynikami badań autorskich, jednak mężczyźni z tera-
tozoospermią (<4% plemników o prawidłowej budowie) 
mieli istotnie niższy odsetek plemników z dojrzałą chro-
matyną (rycina 3). Podobne wyniki uzyskali Boitrelle 
i wsp. (2012). Wykazali oni, że niedojrzała chromatyna 
występowała częściej w plemnikach o nieprawidłowej 
morfologii (z wakuolami). Z kolei, Monte i wsp. (2013) 
nie stwierdzili statystycznie istotnych różnic w odsetku 
plemników z  prawidłową dojrzałością chromatyny 
pomiędzy grupami mężczyzn z odsetkiem plemników 
z prawidłową morfologią (≥4%) i  nieprawidłową (<4%). 
Nie można jednak wykluczyć, że plemniki morfolo-
gicznie prawidłowe oceniane w mikroskopie świetlnym 
nie mają zmian molekularnych chromatyny. Boitrelle 
i wsp. (2015) sugerują, że nawet w przypadku plemnika 

o prawidłowej strukturze mogą mieć miejsce zaburzenia 
np. kondensacji jego chromatyny. Konsekwencją tego 
zjawiska jest zwiększone ryzyko użycia plemnika 
o takim typie zaburzenia w technikach rozrodu wspo-
maganego. Potwierdzają to prace wykazujące, że problem 
uzyskania i utrzymania ciąży związany jest z niepra-
widłową dojrzałością chromatyny (Dogan i wsp., 2015; 
Hammadeh i wsp., 1998; Kazerooni i wsp., 2009; Talebi 
i wsp., 2012, 2016). 

W przedstawianej pracy stwierdzono istotną staty-
stycznie zależność, według której rosnącemu odsetkowi 
plemników z dojrzałą chromatyną towarzyszył wzrost 
odsetka plemników z wakuolizacją w regionie postakro-
somalnym. Jest to zjawisko trudne do wytłumaczenia, 
ponieważ pochodzenie wakuoli w plemnikach jest zja-
wiskiem słabo poznanym. Według zaleceń WHO (2010) 
najwyżej dwie jasne, małe wakuole zajmujące ≤20% prawi-
dłowej powierzchni główki w części akrosomalnej uważa 
się za zjawisko prawidłowe. Część postakrosomalna nie 
powinna zawierać wakuoli, a jeśli są obecne, takie plem-
niki zalicza się do nieprawidłowych morfologicznie (Park 
i wsp., 2014; WHO, 2010). W badanej grupie pacjentów 
zjawisko występowania wakuoli w regionie postakroso-
malnym jest dość słabo wyrażone (mediana 4%), wartość 
maksymalna 17% (tabela 1). Należałoby zbadać to zja-
wisko u pacjentów, u których wakuolizacja jest nasilona.

Wakuole mogą powstawać w procesie dojrzewania 
plemników. Pierwsze wakuole w główce plemnika poja-
wiają się pod koniec procesu spermatogenezy. W obrębie 
najądrzy plemniki podlegają dalszym zmianom morfolo-
gicznym, jak i czynnościowym (Cooper, 2007). Pojawia się 
coraz więcej wakuoli, ale o małych rozmiarach (Tanaka 
i wsp., 2012). Tak więc plemniki zbyt wcześnie uwol-
nione z nabłonka plemnikotwórczego do światła dróg 
wyprowadzających nasienie i zbyt krótko przebywające 
w najądrzach charakteryzują się brakiem pełnej dojrza-
łości morfologicznej, a jednocześnie mogą zawierać małą 
ilość wakuoli. 

Powstawanie wakuoli w główkach plemników może 
być zjawiskiem patologicznym. Perdrix i Rives (2013) 
wysunęli hipotezę, według której występowanie dużych 
wakuoli w plemnikach może być bezpośrednio zwią-
zane z anomaliami na poziomie materiału genetycznego, 
w szczególności z niedojrzałością chromatyny. Hipoteza 
ta została potwierdzona poprzez wykazanie, że dojrza-
łość chromatyny jest wyższa w plemnikach całkowicie 
pozbawionych wakuoli. Stwierdzono bowiem, że obec-
ność >3, nawet małych, wakuoli w obrębie główki plem-
nika świadczy o zaburzeniach protaminacji materiału 
genetycznego (Boitrelle i wsp., 2012, 2015; Garolla i wsp., 
2008; Khalifa i wsp., 2008; Setti i wsp., 2013; Tamburrino 
i wsp., 2012). Cassuto i wsp. (2012) wykazali, że plem-
niki z nieprawidłowościami w obrębie główek mają dwu-
krotnie wyższy odsetek zaburzeń chromatyny. Ponadto 
autorzy ci pokazali silne, dodatnie korelacje między obec-
nością dużych wakuoli a niskim stopniem protaminacji 
plemników. 
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Osobnym zagadnieniem, które zasługuje na uwagę, 
jest obecność wakuoli powstałych na skutek procedur 
stosowanych w podstawowym badaniu nasienia, m.in. 
z powodu inkubacji w temp. 37ºC, a także na skutek 
działania wolnych rodników tlenowych znajdujących 
się w  powietrzu atmosferycznym (Peer i  wsp., 2007; 
Perdrix i Rives, 2013; Setti i wsp., 2013). Udowodniono 
także, iż zamrażanie i rozmrażanie próbki nasienia (tak 
jak w omawianych badaniach) powoduje wystąpienie 
przedwczesnej reakcji akrosomalnej, a co za tym idzie 
nadmierny wyrzut enzymów uszkadzających nukle-
oproteiny (Boitrelle i wsp., 2012). Dodatkowo płukanie 
plemników może prowadzić do zmniejszenia ilości białek 
w nasieniu oraz do inaktywacji antyoksydantów, co pro-
wadzi do zmniejszenia stabilności DNA. 

Źródłem dużej ilości wolnych rodników tlenowych, 
które są  przyczyną stresu oksydacyjnego uszkadza-
jącego m.in. DNA plemników, są leukocyty (Walczak-

 -Jędrzejowska i wsp., 2014). Podczas toczącego się stanu 
zapalnego w układzie moczowo  -płciowym u mężczyzn 
w nasieniu można wykazać obecność białych krwinek 
(leukocytów). Najczęściej dotyczy to stanów zapalnych 
gruczołów dodatkowych (prostaty, pęcherzyków nasien-
nych), nie można jednak wykluczyć jądrowego pocho-
dzenia stanu zapalnego (Weidner i wsp., 2013). Jednym 
z powikłań może być zaburzenie spermatogenezy zacho-
dzącej w jądrach (Krause, 2008). Jak wcześniej zaob-
serwowano, materiał genetyczny plemnika dojrzewa 
na poziomie spermatydy, w związku z czym toczący 
się w obrębie jąder stan zapalny, wpływając na proces 
spermatogenezy, powiązany jest z obniżoną dojrzało-
ścią plemników opuszczających przedwcześnie nabłonek 
plemnikotwórczy. La Vignera i wsp. (2015) podkreślają, 
że obecność leukocytów w nasieniu nie jest jedynie odpo-
wiedzią na pojawiające się mikroorganizmy, ale także ich 
zadaniem jest usuwanie niedojrzałych komórek sperma-
togenezy uwalnianych z nabłonka plemnikotwórczego. 
Dzięki temu w nasieniu współistnieje podwyższona 
liczba niedojrzałych męskich gamet wraz z podwyż-
szoną koncentracją leukocytów. W niniejszej pracy obser-
wacja ta została potwierdzona poprzez ujemną korelację 
pomiędzy odsetkiem plemników z dojrzałą chromatyną 
a koncentracją leukocytów w nasieniu.

Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wyników wydaje się, że zabu-
rzeniom koncentracji i morfologii plemników, jak również 
liczby leukocytów w ejakulacie mogą towarzyszyć niepra-
widłowości przebudowy chromatyny plemników mani-
festujące się zwiększoną ilością histonów jądrowych. 
Na uwagę zasługuje fakt, że zaburzenia kondensacji chro-
matyny plemników dotyczą znacznej grupy pacjentów 
leczonych z powodu niepłodności. Należy jednak podkre-
ślić, że ze względu na małą liczebność grupy badawczej 
reprezentowanej przez mężczyzn leczonych z powodu 

niepłodności oraz brak grupy odniesienia (zdrowi męż-
czyźni z normozoospermią i/lub płodni) uzyskane zależ-
ności wymagają potwierdzenia w dalszych badaniach.
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