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l Streszczenie

Reaktywne formy tlenu sa produktami normalnego metabolizmu komérkowego i wytwarzane w niewielkich, kontrolowanych przez
systemy antyoksydacyjne organizmu ilosciach odgrywaja istotna role w wielu procesach fizjologicznych. Jednakze zwiekszona pro-
dukcja reaktywnych form tlenu, spowodowana zachwianiem réwnowagi miedzy ich wytwarzaniem a dziataniem ochronnego systemu
antyoksydacyjnego, prowadzi nieuchronnie do wystapienia stresu oksydacyjnego. Dochodzi wtedy do uszkodzenia gtéwnych makro-
molekut komérkowych, uposledzenia czynnosci i w konsekwencji §mierci komérki. Obecnie uwaza sie, ze wtasnie stres oksydacyjny
wystepujacy w nasieniu jest jedng z gtéwnych przyczyn meskiej nieptodnosci, w tym nieptodnosci idiopatycznej, bedacej konsekwencja
zaburzenia czynnosci plemnikéw, gléwnie na skutek utleniania lipidéw bton komérkowych oraz uszkodzenia ojcowskiego DNA.

stowa kluczowe: plemniki, stres oksydacyjny, nieptodnos¢ meska

B Abstract

Reactive oxygen species are products of normal cellular metabolism and when produced in small amounts, controlled by the antioxidant
systems play an important role in many physiological processes. However, the increased production of reactive oxygen species, caused
by imbalance between their generation and the protective effects of antioxidant system, inevitably leads to an oxidative stress. This
causes damage to major cellular macromolecules, dysfunction and finally cell death. It is presently considered that oxidative stress is
one of the main causes of male infertility, including idiopathic infertility, resulting from impairement of sperm function, mainly due
to peroxidation of cell membrane’s lipids and paternal DNA.

key words: sperm, oxidative stress, male infertility
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B Skroty / Abbreviations

ERC - nadmiar resztkowej cytoplazmy (ang. excess residual cytoplasm), GGPDH — dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (ang. glucose-6-
phosphate dehydrogenase), GPX — peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase), GR — reduktaza glutationowa (ang. glutathione
reductase), H,O, — nadtlenek wodoru (ang. hydrogen peroxide), HO," — rodnik wodoronadtlenkowy (ang. hydroperoxyl radical), HOCI — kwas
podchlorawy (ang. hypochloric acid), IL-1p — interleukina 1f (ang. interleukin 1f5), IL-6 — interleukina 6 (ang. interleukin 6), IL-8 — interleu-
kina 8 (ang. interleukin 8), KT — katalaza (ang. catalase), MDA — dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde), NADH - dinukleotyd niko-
tynoamidoadeninowy, forma zredukowana (ang. nicotinamide adenine dinucleotide, reduced), NADPH — fosforan dinukleotydu nikotyno-
amidoadeninowego, forma zredukowana (ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced), NO* — tlenek azotu (ang. nitric oxide),
NO," — dwutlenek azotu (ang. nitrogen dioxide), O,"” — anionorodnik ponadtlenkowy (ang. superoxide radical), NOX — oksydaza NADPH (ang.
NADPH oxidase), NOX1 — oksydaza NADPH typu 1 (ang. NADPH oxidase 1), NOX2 — oksydaza NADPH typu 2 (ang. NADPH oxidase 2),
NOX3 - oksydaza NADPH typu 3 (ang. NADPH oxidase 3), NOX4 — oksydaza NADPH typu 4 (ang. NADPH oxidase 4), NOX5 - oksydaza
NADPH typu 5 (ang. NADPH oxidase 5), *O, — tlen singletowy (ang. singlet oxygen), Os — ozon (ang. 0zone), OH" - rodnik hydroksylowy (ang.
hydroxyl radical), ONOOH - kwas nadtlenoazotawy (ang. peroxynitrous acid), REA — reatywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species),
RF-ERM - promieniowanie elektromagnetyczne o czestotliwosci radiowej (ang. radiofrequency electromagnetic radiation), RET — reaktywne
formy tlenu (ang. reactive oxygen species), RO’ - rodnik alkoksylowy (ang. alkoxyl radical), RO," — rodnik peroksylowy (ang. peroxyl radical),
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase), TNF-a — czynnik martwicy nowotworéw o (ang. tumor necrosis factor a),

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

Nieptodnos¢ wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, ang. World Health Organization) jest to niemoz-
no$¢ uzyskania cigzy w czasie 12 miesiecy regularnego
wspotzycia pary w celach koncepcyjnych (Rowe i wsp.,
2000). Dotyka ona nawet do 20% par w Polsce i na $wiecie,
bez wzgledu na rase czy przynalezno$¢ etniczna i w wielu
krajach uznana jest za chorobe spoteczng (Bablok i wsp.,
2011; Hull i wsp., 1985; Irvine, 1998; Kotzbach i Kotzbach,
2013). Ocenia sie, ze wérdd par nieptodnych czynnik
meski stanowi od 25% do nawet 60% (Bablok i wsp., 2011;
Esteves i Agarwal, 2011; Safarinejad, 2008; Sharlip i wsp.,
2002; Ursini i wsp., 1999). W wiekszosci przypadkéw przy-
czyny meskiej nieptodnosci objawiaja sie obnizeniem
liczby i ruchliwosci plemnikéw oraz ich nieprawidtowa
morfologia. Wskazuje sie takze na zaburzenia czynnosci
plemnikéw, ktére w niektérych przypadkach moga sta-
nowi¢ jedyna przyczyne nieptodnosci (Hull i wsp., 1985).
Wsréd czynnikéw odpowiedzialnych za te zaburzenia
wymienia sie zwykle, obok czynnikéw genetycznych,
czynniki srodowiskowe oraz zwigzane ze stylem zycia,
takie jak: narazenie na dziatanie zwigzkéw chemicznych,
metali ciezkich, srodkéw ochrony roglin, ksenoestrogenéw,
podwyzszonej temperatury, napromieniowania, a takze
palenie tytoniu, naduzywanie alkoholu, chroniczny stres
czy nieprawidlowa dieta (Jurewicz i wsp., 2014a; Jurewicz
i wsp., 2014b; Lahdetie, 1995; Stowikowska-Hilczer, 2006;
Thonneau i wsp., 1998). Z obnizeniem meskiej ptodnosci
zwiazane s takze, czesto lekcewazone, zapalenia i zaka-
zenia w meskim uktadzie ptciowym (De Celis i wsp., 1996;
Purvis i Christiansen, 1992). Jednakze, pomimo rozwoju
nauki i coraz doskonalszych metod diagnostycznych,
w dalszym ciagu w ok. 20-30% przypadkéw etiologia
i patogeneza zaburzen meskiej ptodnosci pozostaje nie-
znana, stanowiac tzw. nieptodnos¢ idiopatyczna (Deng
i wsp., 2008; Sanocka-Maciejewska i wsp., 2005). Obecnie
uwaza sie, ze stres oksydacyjny, bedacy konsekwencja
dziatania wiekszo$ci wymienionych wyzej czynnikéw,
stanowi jedng z najbardziej prawdopodobnych przyczyn
idiopatycznej nieptodnosci meskie;j.
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B Reaktywne formy tlenu w nasieniu

Reaktywne formy tlenu (RFT, ang. reactive oxygene species)
to zwiazki tlenu wykazujace wieksza reaktywnosc niz
tlen czasteczkowy w stanie podstawowym (trypletowym).
W kazdej zywej komorce, a wiec i w plemnikach, nie-
wielkie ilosci RET powstaja jako naturalne produkty
metabolizmu komérkowego. Ich ilo$¢ jest $cisle kon-
trolowana przez mechanizmy antyoksydacyjne orga-
nizmu. Wiele badan wykazato, ze niskie, kontrolowane
(tzw. fizjologiczne) poziomy RFT odgrywaja istotna role
w prawidtowej czynnosci plemnika, biorac udziat w klu-
czowych procesach gwarantujacych zaptodnienie, takich
jak kapacytacja, hiperaktywacja, reakcja akrosomalna
plemnika czy tez jego fuzja z oocytem (Agarwal i Saleh,
2002; Amaral i wsp., 2013; Chen i wsp., 2013; Frqczek
i Kurpisz, 2013; Guerriero i wsp., 2014).

O stresie oksydacyjnym moéwimy w sytuacji, gdy
komorki czy tez tkanki narazone sa na dodatkowe
zrédta RFT, gdy zwieksza sie tempo ich endogennej pro-
dukdiji, czy tez dochodzi do niewydolnosci ochronnych
systemow antyoksydacyjnych. Jako czasteczki bardzo
reaktywne, RFT szybko wchodza w reakcje, w tym reakcje
tanicuchowe, i reagujac z biatkami, lipidami czy kwasami
nukleinowymi, indukuja powstanie kolejnych produktéw
wolnorodnikowych. Nastepstwem stresu oksydacyjnego
sa uszkodzenia najwazniejszych makromolekut koméor-
kowych prowadzace do zaburzenia czynnosci komérki,
a w konsekwencji do jej $mierci (Aitken i wsp., 2010).

Reaktywne formy tlenu mozemy podzieli¢ na dwie
grupy: 1) wolne rodniki, majace jeden lub wiecej nie-
sparowanych elektronéw na orbicie zewnetrznej, oraz
2) czasteczki powstajace w wyniku metabolizmu tlenu,
niebedace jednak wolnymi rodnikami (tabela 1). Do gtéw-
nych i najbardziej rozpowszechnionych RFT nalezy anio-
norodnik ponadtlenkowy (O,*~, ang. superoxide radical),
ktory jest wyjsciows (pierwotna) forma RET. Z niego
powstaja kolejne, znacznie bardziej reaktywne i toksyczne
dla komérki RFT. I tak, jego dalsza redukcja w procesie
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Tabela 1. Przyklady reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA)
Table 1. Examples of reactive oxygen (RFT) and nitrogen (RFA) species

Wolnorodnikowe RFT i RFA /Radical RFT and RFA

RFT i RFA niebedace wolnymi rodnikami / Nonradical RET and RFA

rodnik wodoronadtlenkowy / hydroperoxyl radical HO, tlen singletowy / singlet oxygen '0,
anionorodnik ponadtlenkowy / superoxide radical 0,” nadtlenek wodoru / hydrogen peroxide H,0,
rodnik hydroksylowy / hydroxyl radical OH’ ozon / ozone Os
rodnik alkoksylowy / alkoxyl radical RO’ kwas azotawy / nitrous acid HNO,
rodnik peroksylowy / peroxyl radical RO, tritlenek diazotu / dinitrogen trioxide N,05
tlenek azotu / nitric oxide NO kwas podchlorawy / hypochloric acid HOCI
dwutlenek azotu / nitrogen dioxide NO, kwas nadtlenoazotawy / peroxynitrous acid ONOOH

enzymatycznym katalizowanym przez dysmutaze ponad-
tlenkowa powoduje powstanie nadtlenku wodoru (H,O,,
ang. hydrogen peroxide). Cho¢ mato reaktywny, w przeci-
wienistwie do anionorodnika ponadtlenkowego, dyfun-
duje on tatwo przez btony komoérkowe i w obecnosci
metali przejsciowych takich jak zelazo czy miedz moze
ulec przemianie do rodnika hydroksylowego (OH*, ang.
hydroxyl radical). Rodnik hydroksylowy charakteryzuje sie
bardzo duza reaktywnoscia i natychmiast po powstaniu
reaguje z sasiadujacymi czasteczkami, niezaleznie od tego,
czy sa to biatka, fragmenty DNA czy inne makromole-
kuty komérkowe. Innymi rodnikami powstajacymi bez-
posrednio w reakcjach z anionorodnikiem ponadtlen-
kowym sa chociazby rodnik wodoronadtlenkowy (HO",
ang. hydroperoxyl radical) czy nadtlenoazotyn (ONOO™,
ang. peroxynitrite), ktory jest wysoce reaktywna forma
azotu. Do RFT nalezy takze tlen singletowy (*O,, ang.
singlet oxygen), powstajacy w wyniku wzbudzenia czaste-
czek tlenu, ozon (O3, ang. ozone), bedacy odmiang alo-
tropowa tlenu, czy tez zwiazki tworzace sie w reakcjach
metabolicznych komérki, np. kwas podchlorawy (HOCI,
ang. hypochloric acid) czy kwas nadtlenoazotawy (ONOOH,
ang. peroxynitrous acid), oraz wolne rodniki azotowe, takie
jak tlenek azotu (NO°, ang. nitric oxide) czy dwutlenek
azotu (NO,*, ang. nitrogen dioxide). Dodatkowo, reakcje
RFT ze zwigzkami organicznymi prowadza do powsta-
wania wolnych rodnikéw substancji organicznych, np.
rodnika peroksylowego (RO,*, ang. peroxyl radical) czy
alkoksylowego — RO*, ang. alkoxyl radical (Agarwal i wsp.,
2003; Frgczek i Kurpisz, 2005; Lugowski i wsp., 2011;
Puzanowska-Tarasiewicz i wsp., 2008).

B Mechanizmy antyoksydacyjne w nasieniu

Organizm rozwinal szereg systeméw obronnych zabez-
pieczajacych przed stresem oksydacyjnym i zwigzanymi
z nim uszkodzeniami komorek i tkanek. Zaréwno plazma
nasienia, jak i plemniki zawieraja wiele systemoéw anty-
oksydacyjnych, ktére pozwalaja na wytwarzanie fizjo-
logicznych ilo$ci RFT i utrzymanie réwnowagi oksydo-
redukcyjnej poprzez neutralizacje i usuwanie nadmiaru
RFT. Naleza do nich systemy ochronne oparte na czyn-
nikach enzymatycznych i nieenzymatycznych zwigzkach
niskoczasteczkowych o charakterze przeciwutleniaczy

(tabela 2). Czynniki obu systemdw $cisle wspétdziataja
ze soba w celu zapewnienia optymalnej ochrony przed
RFT iwydaje sie, ze niedobdr jednego z nich moze powo-
dowac obnizenie catkowitego potencjatu antyoksydacyj-
nego organizmu.

Tabela 2. Przyklady enzymatycznych i nieenzymatycznych
antyoksydantow w plemnikach i plazmie nasienia

Table 2. Examples of enzymatic and non-enzymatic
antioxidants occurred in spermatozoa and seminal plasma

Antyoksydanty enzymatyczne / Enzymatic antioxidants

dysmutazy ponadtlenkowe / superoxide dismutases

katalaza / catalase

peroksydaza glutationowa / glutathione peroxidase

reduktaza glutationowa / glutathione reductase

Antyoksydanty nieenzymatyczne / Non-enzymatic antioxidants

glutation / glutathione
witaminy (A, E,C,B) /A, E, C, B vitamins

cysteina, homocysteina / cysteine, homocysteine

tauryna, hipotauryna / taurine, hipotaurine

flawonoidy / flavonoids
koenzym Q10 / coenzyme Q10

laktoferyna/ lactoferrin

mikroelementy (cynk, selen, miedz) / microelements (zinc, selenium, copper)

Podstawowym antyoksydacyjnym systemem enzy-
matycznym w nasieniu jest tzw. triada enzymatyczna,
do ktérej zaliczamy dysmutazy ponadtlenkowe, katalaze
oraz peroksydaze glutationowa. Dysmutazy ponadtlen-
kowe (SOD, ang. superoxide dismutase) sa metaloenzymami
katalizujacymi reakcje dysmutacji anionorodnika ponad-
tlenkowego do nadtlenku wodoru. W swoim centrum
aktywnym, w zaleznoéci od typu, maja miedz, cynk lub
mangan. Katalaza (KT, ang. catalase) jest selenoproteing
i katalizuje reakcje dysproporcjonowania nadtlenku
wodoru prowadzaca do powstania tlenu czasteczkowego
iwody. Kolejnym enzymem systemu antyoksydacyjnego
w nasieniu jest peroksydaza glutationowa (GPX, ang. glu-
tathione peroxidase), ktéra katalizuje reakcje redukeji nad-
tlenku wodoru oraz nadtlenkéw organicznych, w tym
nadtlenkéw fosfolipidéw (Frqczek i Kurpisz, 2005; Gatecka
i wsp., 2008; Walczak-Jedrzejowska i wsp., 2013). Reakcja
z udziatem GPX wymaga obecnosci zredukowanej formy
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glutationu, ktéry sam jest tez waznym antyoksydantem.
Jego regeneracja zachodzi w wyniku enzymatycznej
redukcji utlenionego glutationu, reakgji katalizowanej
przez reduktaze glutationowa (GR, ang. glutathione
reductase). Oprécz enzymow neutralizujacych nadpro-
dukcje RFT istotna role w antyoksydacyjnym systemie
ochronnym odgrywaja tzw. niskoczasteczkowe, nieenzy-
matyczne antyoksydanty, ktére wspomagaja aktywnosé
ww. enzyméw. W nasieniu zidentyfikowano obecnosé
m.in. witaminy C (Colagar i Marzony, 2009; Thiele i wsp.,
1995), witaminy E (Kutlubay i wsp., 2007), kwasu moczo-
wego (Xuiwsp., 2004; Zhang i wsp., 2007), pirogronianu
(Webb iArns, 2006), glutationu (Giannattasio i wsp., 2002;
Lenzi iwsp., 1993), tauryny i hipotauryny (Alvarez i Storey,
1983) czy latoferyny (Tomar i wsp., 2011). Inne znane
antyoksydanty niskoczasteczkowe to cysteina, homo-
cysteina, koenzym Q10, witamina A, karoten, witaminy
z grupy B, flawonoidy, mikroelementy takie jak cynk,
selen czy miedz (Aprioku, 2013; Colagar i wsp., 2009;
Frgczek i Kurpisz, 2005; Walczak-Jedrzejowska i wsp., 2013).

Komorkowe Zrédta reaktywnych form
tlenu w nasieniu

W ejakulacie oprécz plemnikéw znajduja sie takze inne
elementy komoérkowe, takie jak komérki plemnikotworcze
weczesniejszych etapéw spermatogenezy, leukocyty czy
komoérki nablonkowe. Za gtéwne endogenne, komérkowe
zrédto wytwarzania RFT uwaza sie leukocyty, gtéwnie
neutrofile i makrofagi, oraz plemniki o nieprawidtowe;j
budowie.

Jednym z miejsc powstawania RET w plemnikach jest
mitochondrialny taricuch oddechowy i zachodzacy tam
proces fosforylacji oksydacyjnej. Przeptyw elektronéw
przez sktadowe tanicucha oddechowego nie jest szczelny
i czesc elektronéw ,wycieka”, redukujac czasteczke tlenu
do anionorodnika ponadtlenkowego, w wyniku procesu
jednoelektronowego, przy udziale gtéwnie oksydoreduk-
tazy NADH (ang. NADH oxidoreductase), a takze koen-
zymu Q — ang. coenzyme Q (Potargowicz i wsp., 2005).
Mechanizm ten wydaje sie by¢ gtéwnym zrédtem RFT
w warunkach réwnowagi oksydoredukcyjnej w plemni-
kach prawidtowych (Aitken i De Iuliis, 2010), jak i przy nad-
produkcji RET w plemnikach o nieprawidtowej budowie,
w ktérych dochodzi do zwiekszonego ,wycieku” elek-
tronéw z taricucha oddechowego (Koppers i wsp., 2008),
prawdopodobnie w wyniku dysfunkcji samych mitochon-
driéw (Wang i wsp., 2003). Dysfunkcja mitochondriéw
moze by¢ spowodowana wplywem juz istniejacego stresu
oksydacyjnego, ktéry powoduje uszkodzenie btony mito-
chondriéw, tym samym przyczyniajac sie do wzrostu
wytwarzania w nich REFT. Zaobserwowano korelacje
miedzy wytwarzaniem nadmiaru RFT w mitochon-
driach a spadkiem ruchliwosci plemnikéw i wzrostem
peroksydacji lipidéw na terenie wstawki (Aitken i wsp.,
2014; Evenson i wsp., 1982).
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Drugim miejscem, w ktérym moga by¢ wytwarzane
RFT w plemniku, jest btona komérkowa, gdzie powstaja
one gtéwnie w wyniku dzialania zaleznej od jonéw wapnia
oksydazy NADPH — powstaje anionorodnik ponadtlen-
kowy oraz syntazy tlenku azotu — powstaje tlenek azotu
(Frgczek i Kurpisz, 2013). Oksydazy NADPH sg komplek-
sami enzymatycznymi’, ktérych budowa i funkcja oparte
sa na biatkach NOX (ang. NADPH oxidase), bedacych
podjednostkami katalitycznymi komplekséw aktyw-
nych. Do tej pory wykryto kilka ich typéw (NOX1, NOX2,
NOX3, NOX4, NOX5). Ostatnie badania nad wytwa-
rzaniem anionorodnika ponadtlenkowego wykazaty,
ze w plemnikach obecna jest zalezna od jonéw wapnia
NOXS5 (Musset i wsp., 2012). W warunkach prawidtowych
w dojrzatym plemniku pozbawionym znacznej czesci
przestrzeni cytoplazmatycznej nastepuje wytwarzanie,
gtéwnie w mitochondriach, statych, kontrolowanych
przez systemy antyoksydacyjne iloéci RFT niezbed-
nych do indukeji proceséw przygotowujacych plemnik
do zaptodnienia komoérki jajowej. Jednakze w uszkodzo-
nych plemnikach (tzw. niedojrzatych), w ktérych wyste-
puje nadmiar resztkowej cytoplazmy (ERC, ang. excess
residual cytoplasm), nastepuje wzrost wytwarzania RFT
jako wynik zwiekszonej ilosci/aktywnosci enzymow
wystepujacych w cytoplazmie, takich jak dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanowa (G6PDH, ang. glucose-6-phosphate
dehydrogenase) czy SOD. Z wykorzystaniem szlaku pen-
tozofosforanowego, G6PDH produkuje zwiekszone ilosci
NADPH, ktérego wieksza dostepnosé w konsekwencji pro-
wadzi do zwiekszonego wytwarzania RFT (anionorodnika
ponadtlenkowego) przez NOX5 w btonie komérkowej
plemnika (Rengan i wsp., 2012). Anionorodnik ponad-
tlenkowy jest nastepnie przeksztatcany do nadtlenku
wodoru przez SOD. Nadtlenek wodoru, jak juz wspo-
mniano wczesniej, moze zostac przeksztatcony do naj-
bardziej reaktywnej formy RFT, czyli rodnika hydroksylo-
wego. Kiedy zwieksza sie ilo§¢ RFT, tak jak to ma miejsce
w przypadku plemnikéw z ERC, systemy antyoksydacyjne
plemnika nie sg w stanie zneutralizowa¢ ich nadmiaru.
Dodatkowo, RET produkowane przez plemniki o niepra-
widlowej budowie moga powodowa¢ uszkodzenia oksy-
dacyjne takze w plemnikach prawidtowych podczas ich
transportu z kanalikéw plemnikotwérczych do najadrza
(Gil-Guzman i wsp., 2001; Ollero i wsp., 2001).

W plemnikach, ale przede wszystkim w nasieniu,
obecna jest takze oksydaza ksantynowa, ktéra bierze
udziat w przemianach metabolicznych zasad purynowych.
Katalizuje ona miedzy innymi reakcje utleniania hipok-
santyny do ksantyny, a nastepnie ksantyny do kwasu
moczowego. Jej aktywnos¢ jest zwigzana z wytwarzaniem

1 Oksydazy zalezne od NADPH nalezace do rodziny oksydaz NOX (ang.
NOX oxidase family) zbudowane sa z 6 hydrofobowych transblonowych
a-heliks (NOX). Domena transbtonowa zawiera dwie grupy hemowe stano-
wiace noénik dla elektronéw, z kolei domena cytoplazmatyczna (-COOH)
wiaze dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) oraz fosforan dinukleotydu
niktynoamidoadeninowego (NADPH). W zaleznosci od izoformy oksy-
dazy domena cytoplazmatyczna (-NH,) wiaze m.in. biatka regulatorowe
i stabilizujace oraz zawiera domene wiazaca wapn (przyp. red.).
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anionorodnika ponadtlenkowego i w konsekwencji nad-
tlenku wodoru w nasieniu. U nieptodnych mezczyzn
zaobserwowano wzrost aktywnodci tego enzymu (Kurpisz
iwsp., 1996; Frqczek i Kurpisz, 2005).

W nasieniu leukocyty, przede wszystkim granulo-
cyty, stanowiace 50-60% wszystkich leukocytéw, oraz
makrofagi stanowiace 20-30%, pochodza gtéwnie z pro-
staty lub pecherzykéw nasiennych (Saleh i wsp., 2003).
W momencie aktywacji, przy zakazeniach i stanach zapal-
nych, moga one wytwarza¢ ponad 100 razy wiecej RET
niz w warunkach prawidtowych i zwieksza¢ produkcje
NADPH z wykorzystaniem szlaku pentozofosforanowego
(Agarwal i wsp., 2003; Lavranos i wsp., 2012). Istnieje silna
korelacja miedzy wystepowaniem stresu oksydacyjnego
w nasieniu a obecnoscia zwiekszonej liczby leukocytow
(Alvarez i wsp., 2002; Henkel i wsp., 2005; Sharma i wsp.,
2001). Wzrost liczby leukocytéw w nasieniu zwigzany
jest takze z zaburzeniami parametréw nasienia lub obni-
zeniem potencjatu zaptadniajacego plemnikéw (Alvarez
i wsp., 2002; Vogelpoel i wsp., 1991; Wolff i wsp., 1990).

Czynniki egzogenne:
« czynniki Srodowiskowe (zanieczyszczenie,
metale cigzkie, herbicydy, pestycydy, ftalany,

B Czynniki wywotujace stres oksydacyjny

Do stresu oksydacyjnego dochodzi w momencie, gdy
zachwiana zostaje réwnowaga miedzy wytwarzaniem
RFT aich neutralizacja przez systemy antyoksydacyjne
organizmu. Moze to mie¢ miejsce w momencie zwiek-
szenia wytwarzania ilosci RET przez czynniki zaréwno
endogenne, jak i egzogenne i/lub niewydolnosci sys-
temdw antyoksydacyjnych.

Czynniki wywotujace stres oksydacyjny mozemy
podzieli¢ na dwie grupy: 1) egzogenne, do ktérych zali-
czymy m.in. styl zZycia, czynniki srodowiskowe czy czyn-
niki jatrogenne, oraz 2) czynniki endogenne, do ktérych
zaliczamy m.in. zylaki powr6zkéw nasiennych, wnetro-
stwo, skret jadra czy tez zapalenia i zakazenia w meskim
uktadzie ptciowym, choroby ogélnoustrojowe oraz czyn-
niki idiopatyczne (Agarwal i wsp., 2014; Frczek i Kurpisz,
2013; Tremellen, 2008) (rycina 1).

Wsréd czynnikéw zwiazanych ze stylem zycia wywo-
tujacych stres oksydacyjny w nasieniu przede wszystkim

Czynniki endogenne:
« niewydolnos¢ ukfadu antyoksydacyjnego
« niedojrzate/uszkodzone plemniki

podwyzszona temperatura)
« styl zycia (papierosy, alkohol, otytosé, stres,
nieprawidtowa dieta, p6zne ojcostwo)

Czynniki idiopatyczne
Idiopathic factors

« zapalenia, infekcje (w meskim uktadnie
ptciowym, ogélnoustrojowe)
« choroby uktadowe (cukrzyca, nowotwory)

« czynniki jatrogenne (obrdbka laboratoryjna
nasienia, napromieniowanie promieniami X,
chemioterapia, niektére leki)

Exogenous factors:

« environmental factors (pollutions, heavy
metals, herbicides, pesticides, phtalans, heat)

« lifestyle (smoking, alcohol, obesity, stress, poor
diet, late paternal)

« iatrogenic factors (laboratory semen
processing, radiation X, chemotherapy,
medications)

REAKTYWNE FORMY TLENU | AZOTU
REACTIVE OXYGEN AND NITROGEN SPECIES

OCHRONNY SYSTEM ANTYOKSYDACYINY
PROTECTIVE ANTIOXIDANT SYSTEM

Stres oksydacyjny
Oxidative stress

« 2ylaki powrdzka nasiennego

+ wnetrostwo

« skret jader

Endogenous factors:

« immunodeficiency of antioxidant system

« immature/abnormal sperm cells

« inflammatory/infections (local in male
reproductive system, systematic)

« systematic diseases (diabetes, cancers)

« varicocele

« cryptorchidism

« testicular torsion

\ 4

Oksydacyjne uszkodzenie lipidéw bton komdrkowych, biatek i DNA plemnikéw
Oxidative damage of membrane lipids, proteins and DNA in sperm cells

) 2

Zaburzenia czynnosci plemnikéw (ruchliwosci, zywotnosci, kapacytacji, reakcji akrosomalnej)
Impairment of sperm function (motility, viability, capacitation, acrosome reaction)

¥

ZABURZENIA PtODNOSCI
FERTILITY IMPAIREMENT

Ryc. 1. Przyczyny i skutki stresu oksydacyjnego w nasieniu

Fig. 1. Causes and effects of oxidative stress in semen
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wymieni¢ nalezy palenie papieroséw. Toksyny z dymu
papierosowego przedostaja sie do uktadu piciowego
i reaguja ze sktadnikami plazmy nasienia (Kulikauskas
i wsp., 1985; Pacifici i wsp., 1993; Sepaniak i wsp., 2004;
Trummer i wsp., 2002). Wykazano, ze u palaczy wystepuje
wzrost poziomu RFT, liczby leukocytéw oraz komérek
okragltych w nasieniu, obnizenie ruchliwosci i zywot-
nosci plemnikéw i wzrost nasilenia fragmentacji DNA
(Ochedalski i wsp., 1994; Pacifici i wsp., 1993; Saleh i wsp.,
2002; Sepaniak i wsp., 2004; Taha i wsp., 2012). Dodatkowo
w nasieniu palaczy obnizony jest poziom takich antyok-
sydantéw jak witamina E, C oraz cynk, co wzmaga ryzyko
uszkodzen oksydacyjnych plemnikéw (Fraga i wsp., 1996;
Mostafa i wsp., 2006; Taha i wsp., 2012).

Kolejnym czynnikiem zwiekszajacym poziom RET
jest konsumpcja alkoholu. Ponadto wykazano, ze nad-
uzywanie alkoholu czesto zwigzane jest z niedozy-
wieniem i dietg uboga w antyoksydanty (Koch i wsp.,
2004). Z kolei nieprawidtowa dieta, bogata w ttuszcze
i weglowodany oraz siedzacy tryb zycia moga prowa-
dzi¢ do otytosci. Nagromadzenie tkanki ttuszczowej
moze powodowa¢ uwalnianie z niej cytokin proza-
palnych i wzrost wytwarzania REFT w leukocytach.
Dodatkowo, otyto$¢ doprowadza takze do przegrze-
wania jader w wyniku nagromadzenia tkanki ttusz-
czowej w regionie pachwin (Khullar i wsp., 2012; Palmer
i wsp., 2012; Singer i Granger, 2007). Z drugiej strony
zbyt intensywne ¢wiczenia fizyczne powoduja wzrost
RET w wyniku zwiekszonego metabolizmu tlenowego
w mieéniach (Peake i wsp., 2007). Hipoteza stresu oksy-
dacyjnego zwigzanego ze starzeniem sie organizmu jest
jedna z najbardziej popularnych hipotez wyjasniajacych
molekularne podstawy tego procesu (Olinski i wsp., 2007).
Siomek i wsp. (2007) zaobserwowali np. dodatnig kore-
lacje wystepujaca miedzy wiekiem a poziomem markeréw
oksydacyjnego uszkodzenia DNA badanych w leukocy-
tach krwi obwodowej, a takze zalezny od wieku spadek
poziomu witaminy C we krwi. Dodatkowo, wykazano
istnienie bezposredniego zwigzku miedzy ogdlnoustro-
jowym stresem oksydacyjnym wystepujacym w procesie
starzenia sie organizmu a wzrostem uszkodzenn DNA
w plemnikach zaréwno u mezczyzn plodnych, jak i nie-
ptodnych (Junqueira i wsp., 2004). Udokumentowano
takze wzrost zaburzen genetycznych u dzieci starszych
ojcéw, w wyniku pogarszania sie jakosci DNA plemnikdw,
czego podlozem moze by¢ wlasnie zwiekszona produkcja
RFT, a zarazem obnizona zdolno$¢ antyoksydacyjna
organizmu (Crosnoe i Kim, 2013; Paul i Robaire, 2013).
Jednakze, o ile z jednej strony ogdlnoustrojowy stres
oksydacyjny, zwigzany np. ze starzeniem sie organizmu,
moze wpltywadé na uszkodzenia DNA w plemnikach,
to z drugiej strony Guz i wsp. (2013) nie znalezli zwigzku
miedzy istniejacym stresem oksydacyjnym w nasieniu
nieptodnych mezczyzn a tym badanym w leukocytach
krwi obwodowej (tzn. ogélnoustrojowym), co sugeruje,
ze stan oksydoredukcyjny nasienia moze wystepowac
niezaleznie od tego w innych tkankach.
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Kolejny czynnik srodowiskowy zwigzany ze stylem
zycia, ktérego wptyw na meska ptodnos¢ jest ostatnio
intensywnie badany, to promieniowanie elektromagne-
tyczne o czestotliwosci radiowej (RF-ERM, ang. radiofre-
quency electromagnetic radiation) emitowane gtéwnie przez
telefony komérkowe. Istnieje wiele doniesient wskazuja-
cych na obnizenie parametréw badania nasienia, gtéwnie
ruchliwosci plemnikéw, oraz wzrost uszkodzen zaréwno
jadrowego, jak i mitochondrialnego DNA, prawdopo-
dobnie w wyniku stresu oksydacyjnego bedacego kon-
sekwencja ekspozycji na RE-ERM (Agarwal i wsp., 2009;
De Iuliis i wsp., 2009; Mailankot i wsp., 2009). W jednym
z pierwszych badan klinicznych wykazano, ze w nasieniu
mezczyzn noszacych telefony komérkowe w kieszeni
spodni lub przypiete do paska od spodni wystepuje obni-
zenie koncentracji plemnikéw w poréwnaniu z mezczy-
znami, ktérzy w ogéle nie nosili telefonu lub trzymali go
w innym miejscu (Kilgallon i Simmons, 2005). W kolejnych
badaniach wykazano, ze zaréwno okres posiadania tele-
fonu komérkowego, jak i dzienny, $redni czas prowadzo-
nych rozméw czy transmisji danych powoduje spadek
liczby plemnikéw, odsetka plemnikéw zywych i wyka-
zujacych ruch postepowy oraz wzrost czestosci wyste-
powania plemnikéw o nieprawidtowej budowie (Agarwal
iwsp., 2008; Fejes i wsp., 2005; Gorpinchenko i wsp., 2014;
Wedowiak i wsp., 2007). Ostatnio przeprowadzona meta-
analiza 10 publikacji dotyczacych badan (in vivo i in vitro)
nad wptywem RF-ERM na plemniki i meska ptodnos¢
wskazuje, ze telefony komérkowe wptywaja ujemnie
na jako$¢ nasienia (Adams i wsp., 2014).

Ftalany, stosowane powszechnie jako $§rodki zmiek-
czajace (tzw. plastyfikatory) w przemysle chemicznym
iw produkdji tworzyw sztucznych, takze sa czynnikiem
wywolujacym stres oksydacyjny na poziomie jadra, pro-
wadzac do zaburzenia procesu spermatogenezy, zwiek-
szenia czestosci uszkodzen DNA komérek piciowych,
aw konsekwencji obnizenia jakosci nasienia (Duty i wsp.,
2003a; Duty i wsp., 2003b; Hauser i wsp., 2007; Jurewicz
iwsp., 2013; Kasahara i wsp., 2002). Udokumentowano
takze uszkodzenia oksydacyjne plemnikéw wywotane
przez pestycydy oraz metale ciezkie — gtéwnie kadm,
otéw (Chitra i wsp., 2001; Hsu i Guo, 2002; Sujatha i wsp.,
2001; Taha i wsp., 2013; Xu i wsp., 2003).

Podawanie cyklofosfamidu, leku cytostatycznego,
powoduje spadek poziomu katalazy (Sanocka i wsp.,
1997; Zini i wsp., 2000) oraz wzrost poziomu dialdehydu
malonowego (MDA, ang. malondialdehyde), wskazujac
na peroksydacyjne uszkodzenie lipidéw bton komérko-
wych (Das i wsp., 2002; Ghosh i wsp., 2002). Z kolei uzy-
wanie tak powszechnych lekéw jak aspiryna czy para-
cetamol powoduje zwiekszenie aktywnosci cytochromu
P450, skutkujace wzrostem produkeji wolnych rodnikéw
(Agarwal i Said, 2005). Zwiekszenie wytwarzania RET
moze wystapi¢ takze in vitro podczas procedur przy-
gotowywania plemnikéw do technik wspomaganego
rozrodu, przede wszystkim w wyniku oczyszczania plem-
nikéw z plazmy nasienia, tym samym pozbawiania ich
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naturalnego $rodowiska antyoksydacyjnego (Tremellen,
2008). Oproécz tego wirowanie, krioprezerwacja i péz-
niejsze rozmrazanie plemnikéw oraz niska zawartosc¢
antyoksydantéw w mediach zabezpieczajacych plemniki
moga generowad w nich stres oksydacyjny (Agarwal i wsp.,
2006; Olszewska-Stonina, 2013; Sikka, 2004; Walczak-
-Jedrzejowska i wsp., 2013; Watson, 2000).

Nadmiar wytwarzania RFT spowodowany jest takze
zakazeniami i stanami zapalnymi w meskim uktadzie
plciowym. Zakazenie patogenami wywotuje naturalne
mechanizmy obronne, tzw. ,wybuch tlenowy”, czyli nagte
uwolnienie duzych ilosci RFT przez leukocyty i makro-
fagi — gtéwnie anionorodnika ponadtlenkowego i nad-
tlenku wodoru (Frqczek i Kurpisz, 2007; Kovalski i wsp.,
1992; Roos, 1991). U pacjentéw z pozytywnym wynikiem
posiewu nasienia na bakterie tlenowe wykazano znaczny
wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego
w poréwnaniu z pacjentami zdrowymi (Mazzilli i wsp.,
1994). W modelu in vitro stanu zapalnego w nasieniu
wykazano, ze szczepy takich bakterii jak Escherichia coli,
Staphylococcus haemolyticus i Bacteroides ureolyticus i/lub
obecnosé¢ leukocytéw powoduja zaburzenie ruchliwosci
plemnikéw oraz peroksydacyjne uszkodzenie ich btony
komorkowej (Frqczek i wsp., 2007; Fraczek i wsp., 2014).
Takze zakazenie chlamydiami czy tez infekcje wiru-
sowe (np. herpes simplex virus) zwiazane sa ze wzrostem
uszkodzen oksydacyjnych plemnikéw (Krause i Bohring,
2003; Krause i wsp., 2003; Segnini i wsp., 2003). Wysoki
poziom uszkodzen oksydacyjnych plemnikéw zostat
takze potwierdzony u mezczyzn ze zwiekszona skton-
noscig do zakazen uktadu moczowo-piciowego z powodu
np. paralizu kotriczyn dolnych (Brackett i wsp., 2008).
Z kolei w przebiegu przewlektego, niebakteryjnego zapa-
lenia prostaty obserwuje sie wzrost poziomu prozapal-
nych cytokin i aktywacje produkcji RFT (Batstone i wsp.,
2002; Motrich i wsp., 2005). Sanocka i wsp. (2003) wyka-
zali, ze prozapalne cytokiny takie jak interleukina 1f
(IL-1B, ang. interleukin 1f3), interleukina 6 i 8 (IL-6, IL-8)
i czynnik martwicy nowotworéw o (TNF-a, ang. tumor
necrosis factor a) moga modulowac aktywno$c¢ pro- i anty-
oksydacyjna w przebiegu zapalenia drég wyprowadzaja-
cych nasienie. Wyniki badan in vitro sugeruja, ze podczas
procesu zapalnego cytokiny wzmagaja poziom stresu
oksydacyjnego generowanego przez leukocyty, co moze
mieé powazne konsekwencje dla integralnosci btony
komérkowej plemnika (Frgczek i wsp., 2008). Wzrost
ilogci leukocytéw, prozapalnych cytokin i produkeji RET
w nasieniu byt obserwowany np. po operacji rekonstruk-
cyjnej drég wyprowadzajacych nasienie po wazektomii
(Kolettis i wsp., 1999; Shapiro i wsp., 1998). Wykazano
takze, ze u pacjentéw z zylakami powrézkéw nasien-
nych istnieje $cisty zwiazek miedzy wzrostem poziomu
RFT i uszkodzeniami DNA plemnikéw (Smith i wsp.,
2006). Dodatkowo wzrost poziomu RFT w nasieniu
i uszkodzern DNA plemnikéw zaobserwowano takze
przy skrecie jader czy wnetrostwie, przy czym w tym
ostatnim przypadku nieprawidtowosci te utrzymywaty

sie nawet po operacyjnym sprowadzeniu jader do moszny
(Filho i wsp., 2004; Smith i wsp., 2007).

Niskie tzw. fizjologiczne poziomy RFT w nasieniu,
ktérych produkcja znajduje sie pod stata kontrola wyste-
pujacych tam systeméw antyoksydacyjnych, odgrywaja
istotna role w prawidtowej czynnosci plemnika, biorac
udziat w kluczowych procesach gwarantujacych zaptod-
nienie (tj. kapacytacja, hiperaktywacja, reakcja akroso-
malna plemnika, fuzja plemnika z oocytem). Jednakze,
jakiekolwiek zaburzenie istniejacej réwnowagi oksydo-
redukcyjnej skutkuje wystapieniem stresu oksydacyj-
nego. W ciggu ostatnich 25 lat pojawito sie wiele prac
doswiadczalnych i klinicznych na temat patofizjologii
stresu oksydacyjnego ijego wplywu na meska ptodnosc.
Nie ma obecnie watpliwosci, ze stres oksydacyjny zaburza
czynno$¢ plemnikéw, ograniczajac tym samym szanse
na uzyskanie zaptodnienia komérki jajowej i/lub rozwéj
zarodka. Istnieje wiele czynnikéw wywotujacych stres
oksydacyjny w nasieniu. Wéréd nich sa czynniki egzo-
genne zwiagzane np. ze stylem zycia (palenie, alkohol,
otylos¢, niezdrowa dieta), na ktére mezczyzna ma wptyw
i poprzez zmiane swojego stylu zycia moze je w tatwy
sposéb wyeliminowaé. Niestety mozliwosci zmiany
innych czynnikéw egzogennych, tj. zanieczyszczenie $ro-
dowiska czy ekspozycja na ftalany, czesto pozostaja poza
naszym zasiegiem. Z kolei czynniki endogenne zwigzane
m.in. z zaburzeniami uktadu ptciowego czy tez stanami
zapalnymi w nim wystepujacymi oraz tzw. nieptodnosc¢
idiopatyczna wymagaja interwencji medycznej. Chociazby
w tych dwéch ostatnich przypadkach zasadnym wydaje
sie pytanie o mozliwo$¢ wspomagania leczenia nieptod-
noéci meskiej, u podtoza ktérej lezy stres oksydacyjny,
substancjami o udokumentowanym dziataniu antyok-
sydacyjnym.
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