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l Streszczenie

Uzasadnienie i cel pracy. Podstawowe badanie nasienia nie zawsze jednoznacznie wskazuje na przyczyne zaburzen ptodnosci u mez-
czyzn. Jedna z dodatkowych metod diagnostycznych jest ocena dojrzatosci chromatyny plemnikéw, odzwierciedlajaca prawidtowa
przebudowe i kondensacje materiatu genetycznego podczas spermiogenezy. Celem pracy byto znalezienie zwigzku miedzy podstawo-
wymi parametrami nasienia a dojrzatoscia chromatyny plemnikéw.

Material i metody. W grupie 63 mezczyzn zgltaszajacych sie z powodu nieptodno$ci partnerskiej wykonano podstawowe badanie
nasienia (WHO, 2010). Do badania dojrzatosci chromatyny zastosowano barwienie plemnikéw kwasnym roztworem biekitu aniliny
(AB) (czerwone — chromatyna dojrzala, niebieskie — chromatyna niedojrzata).
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Wyniki. Odsetek plemnikéw z dojrzata chromatyna (komérki AB-negatywne) miescit sie w zakresie 8-83 (mediana: 45%). Pacjenci
z nieprawidtowym odsetkiem plemnikéw AB-negatywnych (<70%) mieli statystycznie istotnie nizsza koncentracje plemnikéw w poréw-
naniu do badanych, u ktérych wykazano >70% komérek AB-negatywnych (mediana: 18,7 vs. 60,6 mln/mL). Z kolei, pacjenci z odset-
kiem 24% plemnikéw o prawidtowej morfologii mieli istotnie wyzszy odsetek plemnikéw AB-negatywnych (mediana: 49,7 vs. 36,9%).
Dojrzatos¢ chromatyny plemnikéw korelowata z waukolizacja gtéwki plemnika w obrebie regionu postakrosomalnego (r, = 0,46) oraz
z koncentracja leukocytéw w nasieniu (r, = -0,26).

Interpretacja i wnioski. Wyniki sugeruja, ze zaburzeniom koncentracji i morfologii plemnikéw, jak réwniez liczby leukocytéw w ejaku-
lacie moga towarzyszy¢ nieprawidtowosci przebudowy chromatyny plemnikéw manifestujace sie zwiekszong iloscia histonéw jadrowych.
Stowa kluczowe: plemniki, chromatyna, kondensacja DNA, nieptodno$¢ meska

B Abstract

Background and objectives. The 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 reflecting proper remodeling and condensation of the genetic material during
spermiogenesis. The aim of the study was to find the relationship between the basic parameters of semen and sperm chromatin maturity.
Material and methods. The standard semen analysis (WHO, 2010) was carried out on spermatozoa of men (n = 63) of infertile couples.
The staining with acidic solution of aniline blue (AB) (red — mature chromatin, blue — immature chromatin) was used to evaluate the
sperm chromatin maturity.

Results. The 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 significantly 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 24% had significantly higher percentage of AB-negative spermatozoa (median 49.7 vs. 36.9%). The maturity of the sperm
chromatin correlated with the sperm head vacuolisation within the postacrosomal region (r, = 0.46), and the concentration of leuko-
cytes in the semen (r, = -0.26).

Interpretation and conclusions. The 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

B sSkroty / Abbreviations

AB - blekit aniliny (ang. aniline blue), WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

B Wstep

Chromatyna, struktura wystepujaca w jadrze komor-
kowym, zbudowana jest z DNA, biatek histonowych i nie-
histonowych. Chromatyna zawarta w plemnikach dzieki
obecnosci protamin charakteryzuje sie znacznie wieksza
kondensacja niz chromatyna komérek somatycznych.
Taka budowa materiatu genetycznego pozwala na znaczne
zmniejszenie wielkosci jadra komérkowego i umozliwia
szybkie dostarczenie ojcowskiego materiatu genetycz-
nego, ale przede wszystkim warunkuje jego odpornos¢
na dziatanie czynnikéw fizycznych oraz chemicznych
w trakcie wedréwki plemnikéw przez meski, a nastepnie
zenski uktad piciowy do bankijajowodu, gdzie nastepuje
zaptodnienie (Bjérndahl i Kvist, 2010, 2014; Francis i wsp.,
2014; Gawecka i wsp., 2015; Miller, 2015).

Kondensacja materiatu genetycznego w plemnikach
odbywa sie w czasie przeksztalcania spermatyd w plem-
niki (konicowy etap procesu spermatogenezy) (Kazienko
i wsp., 2012). W tym procesie biatka histonowe zostaja
zastapione przez inne, bardziej zasadowe biatka, tzw.

protaminy, bogate w arginine i cysteine. Duza zawarto$¢
argininy warunkuje tworzenie silnych wigzan miedzy
czasteczkami DNA, podczas gdy cysteina (utlenianie
grup tiolowych SH) umozliwia tworzenie wigzan disiarcz-
kowych zaréwno wewnatrz, jak i miedzy czasteczkami
protaminy, co powoduje zdecydowanie wiekszg kon-
densacje materiatu genetycznego w gtéwce plemnika
(Bjorndahl i Kvist, 2010; Rathke i wsp., 2014; Wiland i wsp.,
2006). Protaminy w potaczeniu z DNA tworza struk-
tury zwane toroidami, zbudowane z silnie upakowanych
petli DNA powiazanych i stabilizowanych jonami cynku
oraz cysteing (Bjérndahl i Kvist, 2010, 2011; Ward, 2010).
Plemniki, w ktérych wymiana histonéw na protaminy
nie dokonata sie, nie majg odpowiedniej kondensacji
chromatyny (niedojrzata chromatyna), a tym samym
nie maja dostatecznej ochrony materiatu genetycznego,
co moze prowadzi¢ do fragmentacji i uszkodzern DNA
(Bjérndahl i Kvist, 2010, 2011; Francis i wsp., 2014).
Ocena jakosciowa i ilosciowa nasienia jest podsta-
wowym badaniem stuzacym do oceny stanu ptod-
nosci u mezczyzn. Wieloletnie obserwacje pozwolity
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stwierdzi¢, iz podstawowe badanie nasienia nie jest
wystarczajace do jednoznacznej oceny ptodnosci mez-
czyzny oraz doktadnego okreslenia przyczyny nieptod-
nosci (Bjorndahl, 2011; Cooper i wsp., 2010; Kazienko i wsp.,
2012; Pizzol i wsp., 2014; WHO, 2010). Wykluczenie czyn-
nika meskiego w nieptodnosci partnerskiej tylko na pod-
stawie badania nasienia sktania lekarzy do wykonywania

u kobiety badan, ktére s3 czesto inwazyjne i kosztowne.
Powoduje to jednoczesnie rosnacy stres u obojga part-
neréw, co ma niekorzystny wpltyw na czynnos¢ gonad

iutrudnia prokreacje (Boivin i Gameiro, 2015). Z drugiej

strony odstepstwa od warto$ci referencyjnych w podsta-
wowym badaniu nasienia nie zawsze taczg sie z niemoz-
noscia uzyskania cigzy (Buck Louis i wsp., 2014; Jorgensen

iwsp., 2012).

Ocena dojrzatosci chromatyny plemnikéw moze by¢
jednym z dodatkowych badan nasienia, ktére umozliwi
diagnostyke przyczyn meskiej nieptodnosci. Budowa
materiatu genetycznego gamety meskiej wptywa bowiem
na zdolnoé¢ plemnikéw do zaptodnienia oraz na rozwdj
zarodka. Prawidtowa dojrzatos$¢ chromatyny plemnikéw
wskazuje na wieksza szanse osiggniecia samoistnej cigzy
oraz moze ulatwic kwalifikacje pacjenta do zastosowania
technik wspomaganego rozrodu pomimo obnizonych
wartosci podstawowych parametréw nasienia. Wptywa
takze na zwiekszenie prawdopodobieristwa 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 badan bylo znalezienie
zwiazku miedzy podstawowymi parametrami nasienia
a dojrzatoscig chromatyny plemnikéw.

B Materiati metody

Badania wykonano® na ejakulowanych plemnikach uzyskanych
od mezczyzn (n =63) w wieku 20-58 lat (33 +6), ktérzy byli
pacjentami Poradni Andrologii i Endokrynologii Ptodnosci przy
Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym im. Wojskowej Akademii
Medycznej w Lodzi, z powodu nieptodnosci pary. Mezczyzni
otrzymali informacje na temat badania i wyrazili pisemna zgode
na uczestnictwo w badaniu. Wykluczono pacjentéw z azoospermia.

Podstawowe badanie seminologiczne (objeto$¢ i pH nasienia,
koncentracja, catkowita liczba plemnikéw w ejakulacie, ruchliwos¢,
zywotno$¢ i morfologia plemnikéw) wykonano zgodnie z rekomen-
dacjami SWIATOWEJ Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Healt
Organization) z 2010 r. (IWHO, 2010). Morfologie meskich gamet
oceniano na podstawie barwienia rozmazéw plemnikéw metoda
Papanicolaou. Weryfikowano obecnos¢ wakuoli w regionie akro-
somalnym i postakrosomalnym i wyrazano jako warto$¢ odsetka
plemnikéw, u ktérych te zjawiska stwierdzono. Na podstawie stan-
dardowej oceny nasienia wyrézniono nastepujace kategorie semi-

nologiczne: normozoospermia— 23 przypadki; oligozoospermia

1 Procedura badan byla pozytywnie zaopiniowana przez Komisje
Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w todzi — numer zezwolenia

RNN/125/12/KE.
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(koncentracja plemnikow <15 mln/mL) 21 przypadkéw; astenozo-
ospermia (ruch postepowy <32%) 16 przypadkéw; teratozoospermia
(odsetek prawidlowych plemnikéw <4%) 23 przypadki. W tej grupie
znalezli sie réwniez pacjenci z wiecej niz jednym parametrem badania
ogblnego odbiegajacym od wartosci referencyjnej, tj. z astenotera-
tozoospermia — 5 przypadkéw; oligoteratozoospermia — 3 przy-
padki; oligoastenozoospermia — 2 przypadki i z oligoastenoterato-
zoospermig — 5 przypadkéw. Natywne probki nasienia zamrazano
w temp. -20°C do czasu wykonania oceny chromatyny plemnikéw
(ok. 2 mies.). Po rozmrozeniu nasienie byto ptukane roztworem
soli fizjologicznej i odwirowywane przy predkosci 3000 g przez 5
minut. Czynno$¢ te powtarzano dwukrotnie.

Do oceny dojrzatosci chromatyny plemnikéw wykorzystana
zostata metoda barwienia kwasnym blekitem aniliny (AB, ang. aniline
blue) za pomoca dostepnego komercyjnie testu (SpermFunc® Histone,
BRED Life Science Technology Inc., Chiny). W sktad testu wchodzity:
bufor fosforanowy, bufor TRIS (2-Amino-2-hydroxymethyl-propa
ne-1,3-diol), roztwoér biekitu aniliny, roztwér ksantenu oraz for-
maldehyd 4% (w/v). Barwienie wykonano wedtug instrukeji produ-
centa. Barwienie biekitem aniliny umozliwia weryfikacje plemnikow
z obecnoscia resztkowych histonéw, bowiem barwnik ten selek-
tywnie taczy sie z bogatymi w lizyne histonami i yjawnia anomalie
w kondensacji chromatyny plemnikéw (Sellami i wsp., 2013). W tescie
tym plemniki charakteryzujace sie petna dojrzatoscia chromatyny
(bez resztkowych histonéw, komérki AB-negatywne) majg gtéwki
zabarwione na kolor czerwony (rycina 1). Z kolei plemniki z nie-
prawidtowo skondensowang chromatyna (komérki AB-pozytywne),
w ktérej obecne sg w duzej ilosci resztkowe histony, maja gtéwki
zabarwione na niebiesko. Wedlug sugestii producenta testu plem-
niki zabarwione na kolor posredni zaliczono do nieprawidtowych.
Dolna warto$¢ referencyjna dla plemnikéw z prawidtowo dojrzata
chromatyna — wg producenta — to 70%. Ocene dojrzatosci chroma-
tyny plemnikéw przeprowadzono w mikroskopie swietlnym, stosujac
powiekszenie x1000 (Nikon Eclipse E600, Japonia).

Uzyskane wyniki zaprezentowano, podajac przedziat zmien-
nosci, mediane, $rednia arytmetyczna i odchylenie standardowe.
Zgodno$¢ rozktadu zmiennych ciagltych z rozktadem normalnym
sprawdzono za pomoca testu Shapiro—Wilka, przyjmujac zgodnos¢
na poziomie istotnoscip > 0,05 (>5%). Poréwnanie dwéch grup nie-
zaleznych w zakresie badanych zmiennych dokonano, stosujac nie-
parametryczny test istotnosci U Manna-Whitneya. Wspélzaleznosé
zmiennych zweryfikowano, obliczajac wsp6iczynniki korelacji rang

Spearmana. Poziom istotnosci statystycznej przyjeto dla p < 0,05.

B wyniki

Wyniki standardowej oceny seminologicznej wraz z ocena
dojrzatosci chromatyny plemnikéw (mediana: 45%,
zakres: 8-83%) przedstawiono w tabeli 1. Tylko w przy-
padku 8 mezczyzn (12,7%) sposrdd 63 badanych stwier-
dzono >70% plemnikéw z prawidtowo dojrzaty chroma-
tyna. Poréwnujac standardowe parametry seminologiczne
miedzy grupa mezczyzn, u ktérych wykazano >70% plem-
nikéw AB—negatywnych (komorki z dojrzata chromatyna)
a grupa badanych, u ktérych stwierdzono <70% plem-
nikéw AB-negatywnych, réznice statystycznie istotna
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Ryc. 1. Mikroskopowa ocena dojrzatosci chromatyny plemnikéw barwionych kwasnym blekitem aniliny (AB) i roztworem ksantenowym. Strzatka biata —

plemniki z dojrzata chromatyna (gtéwki plemnikéw czerwone, komérki AB-negatywne), strzatka czarna — plemniki z niedojrzala chromatyna (gtéwki

plemnikéw ciemnoniebieskie, komoérki AB-pozytywne), grot strzatki — posrednie formy plemnikéw zakwalifikowane jako niedojrzate (gtéwki plemnikow
ciemnoniebieskie i cze$ciowo czerwone, komérki AB-pozytywne). Skala = 10 pm

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 um

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

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

Parametr / Parameter X (SD) Medi.ana Zakres
Median Range

Wiek (lata) / Age (years) 33(6,0) 33,0 20,0-58,0
Objetosc¢ (mL) / Volume (mL) 472(1,5) 4,0 11-83
Koncentracja plemnikéw (mln/mL) / Sperm concentration (mln/mL) 35(37,0) 24.0 2,0-210,0
Catkowita liczba plemnikéw (mln/ejakulat) / Total sperm number (mln/ejaculate) 136 (141,0) 870 4,0-780,0
Plemniki ruchliwe (%) / Motile sperm cells (%) 58 (14,0) 59,0 24.0-82,0
Plemniki z ruchem postepowym (%) / Sperm cells with progressive motility (%) 40(18,0) 430 4,0-73,0
Plemniki z brakiem ruchu (%) / Immotile sperm cells 41 (14,0) 39,0 18,0-76,0
Zywotnoé¢ plemnikéw (% plemnikéw eozyno-negatywnych) / Sperm vitality (% eosine-negative sperm cells) 80(9.0) 830  490-930
Plemniki z prawidlowa morfologia (%) / Sperm cells with normal morphology (%) 3(2,0) 3,0 0,0-70
Plemniki z wakuolami w regionie akrosomalnym (%) / Sperm cells with vacuoles in the acrosomal region (%) 32 (170) 33,0 2,0-83,0
Plemniki z wakuolami w regionie postakrosomalnym (%) / Sperm cells with vacuoles in the postacrosomal region (%) 5(3.,0) 40 0,0-170
Plemniki z resztkowa cytoplazma (%) / Sperm cells with residual cytoplasm (%) 2(2,0) 10 0,0-9,0
Koncentracja komérek okragtych (mln/mL) / Round cells concentration (mln/mL) 3(70) 10 0,0-45,0
Koncentracja leukocytéw (mln/mL) / Leukocyte concentration (mln/mL) 1(6,0) 0,0 0,0-45,0
Plemniki z prawidowa dojrzatoscia chromatyny (% komorek AB-negatywnych) / 45 (160) 450 80-830

Sperm cells with normal maturity of chromatin (% AB-negative cells)

X (SD) - érednia arytmetyczna (odchylenie standardowe) / arithmetic mean (standard deviation)

(p = 0,01) wykazano tylko w przypadku koncentracji
meskich gamet. Mezczyzni, u ktérych odsetek plemnikéw
z dojrzaly chromatyna wynosit 270, wykazywali istotnie
wyzsza koncentracje plemnikéw w ejakulacie (mediana:
60,6 vs. 18,7 mln/mL) (rycina 2). Z kolei, poréwnujac
mezczyzn z 24% (n = 40) i <4% (n = 23) plemnikéw o pra-
widtowej morfologii stwierdzono statystycznie istotnie
(p = 0,015) wyzszy odsetek plemnikéw AB-negatywnych
w grupie mezczyzn z prawidtowa morfologia plemnikéw

(mediana: 49,7 vs. 36,9%) (rycina 3). Ponadto, analiza
korelacji rang Spearmana’ ujawnita statystycznie istotne
(p < 0,05) zaleznosci miedzy odsetkiem plemnikéw
AB-negatywnych a odsetkiem plemnikéw zawierajacych
wakuole w obrebie regionu postakrosomalnego gtéwki

2 Przyp. red.: uzyskane wartosci wspétczynnika korelacji interpretowa-
no w nastepujacy sposéb: <0,2 — brak zwiazku liniowego; 0,2-0,4 - staba
zaleznoéé; 0,4-0,7 — umiarkowana zalezno$é¢; 0,7-0,9 — silna zaleznoé¢;
>0,9 — bardzo silna zaleznos¢
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Ryc. 2. Poréwnanie koncentracji plemnikéw w nasieniu mezczyzn z <70%
(n=55)1270% (n = 8) plemnikéw AB-negatywnych (test z blekitem aniliny).
Test U Manna-Whitneya, ab: p = 0,01

Fig. 2. Comparison of sperm concentration between subjects with <70%

(n =55) and with 270% (n = 8) AB-negative sperm cells (aniline blue assay).

Manna-Whitney U-test, different letters (ab) denote significant difference
between compared groups, p = 0.01
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Ryc. 3. Poréwnanie odsetka plemnikéw AB-negatywnych (test z blekitem
aniliny) miedzy grupami mezczyzn z <4% (n = 23) i 24% (n = 40) plemnikéw
z prawidtowg morfologia. 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 24% (n = 40) spermatozoa
with normal morphology. Mann-Whitney U test, different letters (ab) denote
significant difference between compared groups, p = 0.015

Tabela 2. Korelacja rang Spearmana (r,) miedzy wynikami test z blekitem aniliny (plemniki AB-negatywne) a wiekiem mezczyzn
oraz standardowymi parametrami seminologicznymi (n = 63)

Table 2. Correlation (rank Spearman correlation coefficient — r,) of aniline blue assay (AB-negative sperm cells) with age
and parameters of standard semen analysis (n = 63)

Parametr / Parameter

r, P
Wiek (lata) / Age (years) -0,050 0,697
Objetos¢ (mL) / Volume (mlL) 0,007 0,955
Koncentracja plemnikéw (mln/mL) / Sperm concentration (mln/mL) -0,048 0,704
Catkowita liczba plemnikéw (mln/ejakulat) / Total sperm number (mln/ejaculate) -0,050 0,692
Plemniki ruchliwe (%) / Motile sperm cells (%) 0,042 0,740
Plemniki z ruchem postepowym (%) / Sperm cells with progressive motility (%) 0114 0,370
Plemniki z brakiem ruchu (%) / Immotile sperm cells 0,001 0,988
Zywotno$¢ plemnikéw (% plemnikéw eozyno-negatywnych) / Sperm vitality (% eosine-negative sperm cells) 0,050 0,694
Plemniki z prawidlowa morfologia (%) / 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
ozl oo )
Plemniki z resztkowa cytoplazma (%) / Sperm cells with residual cytoplasm (%) -0,145 0,254
Koncentracja komérek okragtych (mln/mL) / Round cells concentration (mln/mL) -0,214 0,091
Koncentracja leukocytéw (mln/mL) / Leukocyte concentration (mln/mL) -0,257 0,041

p < 0,05 - korelacja statystycznie istotna; p < 0.05 - correlation statistically significant

plemnika (r, = 0,46) oraz miedzy koncentracja leukocytow
(t, = -0,26). W przypadku pozostatych parametréw nie
stwierdzono statystycznie istotnych korelacji (tabela 2).
Na podstawie wielkosci wspétczynnika korelacji mozna
przyjad istnienie umiarkowanej zalezno$ci miedzy dojrza-
toscig chromatyny a odsetkiem plemnikéw z wakuolami
w regionie postakrosomalnym oraz istnienie stabej zalez-
noéci miedzy koncentracja leukocytéw. Dokonano analizy
korelacji miedzy odsetkiem plemnikéw AB-negatywnych
a morfologia plemnikéw w grupie mezczyzn o prawi-
dtowej morfologii (z 24%, n = 40) oraz osobno u mezczyzn
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z teratozoospermig i uzyskano warto$ci nieznamienne
statystycznie (odpowiednio r, = -0,16 i r, = -0,07).

B Dyskusja

Wraz z postepem medycyny oraz rozwojem nowych
mozliwosdci diagnostycznych nasuwaja sie watpliwosci
co do wystarczajacej roli podstawowego badania nasienia
w diagnostyce nieptodnoéci u mezczyzn, zwlaszcza w tzw.
nieptodnodci idiopatycznej. Opracowanie nowych technik
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pozwalajacych na bardziej szczegbétows analize poszcze-
gélnych elementéw ejakulatu umozliwia uzyskanie
nowych informacji na temat jakosci nasienia. Miedzy
innymi standardowa ocena seminologiczna nie daje pew-
nosci co do zdolnoéci plemnikéw do zaptodnienia komérki
jajowej i dalszego rozwoju zarodka. Tymczasem nowe
metody diagnostyczne moga wykazac¢ zmiany w komor-
kach na poziomie molekularnym, np. zwigzane z mate-
riatem genetycznym (Iranpour, 2014; Krausz i wsp., 2015).
Tego typu analizy wydaja sie szczegdlnie wazne w przy-
padku kwalifikacji pacjenta do technik wspomaganego
rozrodu (Kazerooni i wsp., 2009; Kazienko i wsp., 2012).

W niniejszej pracy jako badanie dodatkowe zasto-
sowano ocene dojrzatosci chromatyny plemnikéw (test
z AB). Wedlug zaleceni producenta testu za warto$¢ refe-
rencyjna uznano >70% plemnikéw z prawidtows dojrza-
toscig chromatyny (komérki AB-negatywne). Wsrdéd mez-
czyzn z nieptodnych par tylko u 12,7% (8 z 63 badanych)
wykazano nasienie z odsetkiem plemnikéw >70% z pra-
widtowo dojrzata chromatyna. Niektérzy autorzy (Auger
iwsp., 1990; Sellami i wsp., 2013; Zhang i wsp., 2015) uznaja
jednak warto$¢ 80% plemnikow z prawidtows dojrzato-
$cig chromatyny za dolng granice wartosci referencyjne;j.
Przy takim zatozeniu jeszcze mniejszy odsetek mezczyzn
(1,6%) bioracych udziat w opisywanym badaniu miatby
prawidtowe pod tym wzgledem plemniki.

Poszukuje sie zwigzku miedzy dojrzatoscia chroma-
tyny plemnikéw a standardowymi parametrami semi-
nologicznymi (Kim i wsp., 2013; Sellami i wsp., 2013),
co pozwoliloby na dalsze prawidlowe postepowanie
diagnostyczne i terapeutyczne. W pracy Bianchi i wsp.
(1996) wykazano zalezno$¢ miedzy niedojrzatoscia
chromatyny plemnikéw a obnizeniem koncentracji oraz
zywotnosci plemnikéw. Pacjenci z duzym odsetkiem
plemnikéw z nieprawidtows dojrzatoscia chromatyny
mieli znamiennie nizsza koncentracje plemnikéw niz
pacjenci z duzym odsetkiem plemnikéw z prawidtowa
dojrzatoscia chromatyny, co moze wskazywac na upo-
$ledzenie procesu przeksztatcania spermatyd w plem-
niki w nabtonku plemnikotwérczym. Ponadto, Bianchi
iwsp. (1996) nie uzyskali korelacji miedzy dojrzatoscia
chromatyny plemnikéw a ich morfologia, co byto zgodne
z wynikami badan autorskich, jednak mezczyzni z tera-
tozoospermig (<4% plemnikéw o prawidtowej budowie)
mieli istotnie nizszy odsetek plemnikéw z dojrzata chro-
matyna (rycina 3). Podobne wyniki uzyskali Boitrelle
iwsp. (2012). Wykazali oni, ze niedojrzata chromatyna
wystepowata czesciej w plemnikach o nieprawidtowej
morfologii (z wakuolami). Z kolei, Monte i wsp. (2013)
nie stwierdzili statystycznie istotnych réznic w odsetku
plemnikéw z prawidtows dojrzatoscia chromatyny
pomiedzy grupami mezczyzn z odsetkiem plemnikéw
z prawidtowa morfologia (>4%) i nieprawidtowa (<4%).
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze plemniki morfolo-
gicznie prawidlowe oceniane w mikroskopie $wietlnym
nie maja zmian molekularnych chromatyny. Boitrelle
iwsp. (2015) sugeruja, ze nawet w przypadku plemnika

o prawidlowej strukturze moga mie¢ miejsce zaburzenia
np. kondensacji jego chromatyny. Konsekwencja tego
zjawiska jest zwiekszone ryzyko uzycia plemnika
o takim typie zaburzenia w technikach rozrodu wspo-
maganego. Potwierdzaja to prace wykazujace, ze problem
uzyskania i utrzymania ciazy zwigzany jest z niepra-
widlowa dojrzatoscig chromatyny (Dogan i wsp., 2015;
Hammadeh i wsp., 1998; Kazerooni i wsp., 2009; Talebi
iwsp., 2012, 2016).

W przedstawianej pracy stwierdzono istotna staty-
stycznie zaleznoé¢, wedtug ktorej rosnacemu odsetkowi
plemnikéw z dojrzata chromatyna towarzyszyt wzrost
odsetka plemnikéw z wakuolizacja w regionie postakro-
somalnym. Jest to zjawisko trudne do wyttumaczenia,
poniewaz pochodzenie wakuoli w plemnikach jest zja-
wiskiem stabo poznanym. Wedtug zalecenn WHO (2010)
najwyzej dwie jasne, mate wakuole zajmujace <20% prawi-
dowej powierzchni gtéwki w czesci akrosomalnej uwaza
sie za zjawisko prawidtowe. Czeé¢ postakrosomalna nie
powinna zawieraé wakuoli, a jesli sa obecne, takie plem-
niki zalicza sie do nieprawidtowych morfologicznie (Park
iwsp., 2014; WHO, 2010). W badanej grupie pacjentéw
zjawisko wystepowania wakuoli w regionie postakroso-
malnym jest doé¢ stabo wyrazone (mediana 4%), wartos¢
maksymalna 17% (tabela 1). Nalezatoby zbada¢ to zja-
wisko u pacjentéw, u ktérych wakuolizacja jest nasilona.

Wakuole moga powstawac w procesie dojrzewania
plemnikéw. Pierwsze wakuole w gléwce plemnika poja-
wiaja sie pod koniec procesu spermatogenezy. W obrebie
najadrzy plemniki podlegaja dalszym zmianom morfolo-
gicznym, jak i czynnosciowym (Cooper, 2007). Pojawia sie
coraz wiecej wakuoli, ale o matych rozmiarach (Tanaka
i wsp., 2012). Tak wiec plemniki zbyt wczesnie uwol-
nione z nabtonka plemnikotwérczego do swiatta drog
wyprowadzajacych nasienie i zbyt krétko przebywajace
w najadrzach charakteryzujg sie brakiem pelnej dojrza-
tosci morfologicznej, a jednoczesnie moga zawiera¢ mata
ilog¢ wakuoli.

Powstawanie wakuoli w gtéwkach plemnikéw moze
by¢ zjawiskiem patologicznym. Perdrix i Rives (2013)
wysuneli hipoteze, wedtug ktérej wystepowanie duzych
wakuoli w plemnikach moze by¢ bezposrednio zwia-
zane z anomaliami na poziomie materiatu genetycznego,
w szczegdlnosci z niedojrzatoscig chromatyny. Hipoteza
ta zostata potwierdzona poprzez wykazanie, ze dojrza-
tos¢ chromatyny jest wyzsza w plemnikach catkowicie
pozbawionych wakuoli. Stwierdzono bowiem, ze obec-
no$¢ >3, nawet matych, wakuoli w obrebie gtowki plem-
nika $wiadczy o zaburzeniach protaminacji materiatu
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, ze plem-
niki z nieprawidtowosciami w obrebie gtéwek maja dwu-
krotnie wyzszy odsetek zaburzen chromatyny. Ponadto
autorzy ci pokazali silne, dodatnie korelacje miedzy obec-
noscia duzych wakuoli a niskim stopniem protaminacji
plemnikéw.
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Osobnym zagadnieniem, ktére zastuguje na uwage,
jest obecnosé¢ wakuoli powstatych na skutek procedur
stosowanych w podstawowym badaniu nasienia, m.in.
z powodu inkubacji w temp. 37°C, a takze na skutek
dziatania wolnych rodnikéw tlenowych znajdujacych
sie w powietrzu atmosferycznym (Peer i wsp., 2007,
Perdrix i Rives, 2013; Setti i wsp., 2013). Udowodniono
takze, iz zamrazanie i rozmrazanie prébki nasienia (tak
jak w omawianych badaniach) powoduje wystapienie
przedwczesnej reakcji akrosomalnej, a co za tym idzie
nadmierny wyrzut enzymow uszkadzajacych nukle-
oproteiny (Boitrelle i wsp., 2012). Dodatkowo ptukanie
plemnikéw moze prowadzi¢ do zmniejszenia iloéci biatek
w nasieniu oraz do inaktywacji antyoksydantéw, co pro-
wadzi do zmniejszenia stabilnosci DNA.

Zrédtem duzej ilosci wolnych rodnikéw tlenowych,
ktére sa przyczyna stresu oksydacyjnego uszkadza-
jacego m.in. DNA plemnikéw, sa leukocyty (Walczak-
-Jedrzejowska i wsp., 2014). Podczas toczacego sie stanu
zapalnego w uktadzie moczowo-piciowym u mezczyzn
w nasieniu mozna wykazac obecno$¢ biatych krwinek
(leukocytéw). Najczesciej dotyczy to stanéw zapalnych
gruczotéw dodatkowych (prostaty, pecherzykéw nasien-
nych), nie mozna jednak wykluczy¢ jadrowego pocho-
dzenia stanu zapalnego (Weidner i wsp., 2013). Jednym
z powiktani moze by¢ zaburzenie spermatogenezy zacho-
dzacej w jadrach (Krause, 2008). Jak wczedniej zaob-
serwowano, materiat genetyczny plemnika dojrzewa
na poziomie spermatydy, w zwigzku z czym toczacy
sie w obrebie jader stan zapalny, wptywajac na proces
spermatogenezy, powigzany jest z obnizona dojrzato-
$cig plemnikéw opuszczajacych przedwezesnie nablonek
plemnikotworczy. La Vignera i wsp. (2015) podkreslaja,
ze obecno$¢ leukocytéw w nasieniu nie jest jedynie odpo-
wiedzia na pojawiajace sie mikroorganizmy, ale takze ich
zadaniem jest usuwanie niedojrzatych komérek sperma-
togenezy uwalnianych z nabtonka plemnikotwoérczego.
Dzieki temu w nasieniu wspétistnieje podwyzszona
liczba niedojrzatych meskich gamet wraz z podwyz-
szona koncentracja leukocytéw. W niniejszej pracy obser-
wacja ta zostata potwierdzona poprzez ujemna korelacje
pomiedzy odsetkiem plemnikéw z dojrzaly chromatyna
a koncentracja leukocytéw w nasieniu.

B Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikéw wydaje sie, ze zabu-
rzeniom koncentracji i morfologii plemnikéw, jak réwniez

liczby leukocytéw w ejakulacie mogg towarzyszyc¢ niepra-
widlowosci przebudowy chromatyny plemnikéw mani-
festujace sie zwiekszong iloscig histonéw jadrowych.
Na uwage zastuguje fakt, ze zaburzenia kondensacji chro-
matyny plemnikéw dotycza znacznej grupy pacjentéw
leczonych z powodu nieptodnosci. Nalezy jednak podkre-
8li¢, ze ze wzgledu na mata liczebnos¢ grupy badawczej

reprezentowanej przez mezczyzn leczonych z powodu
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nieptodnosci oraz brak grupy odniesienia (zdrowi mez-
czyzni z normozoospermia i/lub ptodni) uzyskane zalez-
nosci wymagaja potwierdzenia w dalszych badaniach.
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