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ZNACZENIE KLINICZNE POTENCJALU OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO (ORP) W LUDZKI NASIENIU
WERYFIKOWANEGO ZA POMOCA ELEKTROCHEMICZNEGO SYSTEMU MIOXSYS®

l Streszczenie

Nieptodno$¢ meska dotyka okoto 7% mezczyzn na calym $wiecie i stanowi izolowany czynnik nieptodnosci w 20-30% przypadkéw.
Stres oksydacyjny, bedacy wynikiem zaburzenia réwnowagi miedzy reaktywnymi formami tlenu a mechanizmami antyoksydacyjnymi,
odgrywa kluczowa role w patogenezie nieptodnosci meskiej. Powoduje on uszkodzenia lipidéw btony komdérkowej, biatek oraz DNA
plemnikéw, co prowadzi do pogorszenia parametréw nasienia i czynnosci plemnikéw tym samym zmniejszajac szanse na zaptodnienie,
rozw6j zarodka oraz uzyskanie ciazy i jej prawidtowy przebieg. W zwiazku z rosnaca liczbg badan ukazujacych istotng role stresu oksy-
dacyjnego w patogenezie zaburzen meskiej ptodnosci, jednym z postulatéw przedstawianym od lat jest rozszerzeniem diagnostyki

mezczyzny z nieptodnej pary o testy wykrywajace jego obecnos$¢ w nasieniu/plemnikach, co mogtoby przyczynic sie do stosowania

bardziej spersonalizowanej i skuteczniejszej terapii.

System MiOXSYS®, przeznaczony do oceny potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego w nasieniu, zostat wprowadzony na rynek europejski

w 2016 r. W przeciwienstwie do innych metod wykorzystywanych w ocenie stresu oksydacyjnego, ograniczonych tylko do oceny ilosci

okreslonych sktadnikéw uktadu redoks, umozliwia on pomiar w czasie rzeczywistym réwnowagi miedzy wszystkimi znanymi i nie-
znanymi utleniaczamiiantyoksydantami znajdujacymi sie w nasieniu. Ostatecznym wynikiem pomiaru jest wskaznik ORP (znorma-
lizowana wzgledem koncentracji plemnikéw warto$¢ zmierzonego potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego). Badania kliniczne wskazuja

na potencjat systemu MiOXSYS® jako narzedzia diagnostycznego do oceny nieptodnosci meskiej zwigzanej ze stresem oksydacyjnym.
Jednak pomimo swojej innowacyjnosci i wykazanej wartosci klinicznej w licznych badaniach, system MiOXSYS® budzi kontrowersje

ze wzgledu na kwestie metodologiczne oraz interpretacje wynikow.

Stowa kluczowe: meska nieptodnos¢, nasienie, reaktywne formy tlenu, stres oksydacyjny, potencjat oksydacyjno-redukcyjny

B Abstract

Male infertility affects approximately 7% of men worldwide and is an isolated factor in 20-30% of infertility cases. A key role in the
pathogenesis of male infertility is played by oxidative stress (OS), resulting from an imbalance between reactive oxygen species (ROS)
and antioxidant mechanisms. It damages cell membrane lipids, proteins and DNA of sperm, deteriorating semen parameters and sperm
function, thereby reducing the chances of fertilization, embryo development, and pregnancy maintenance. Given the increasing number
of studies highlighting the significant role of oxidative stress in the pathogenesis of male infertility, one long-standing proposal has
been to expand the diagnostic approach for men from infertile couples by including tests that detect the presence of OS in semen or
sperm. This could contribute to the development of more personalized and effective therapies.

The MiOXSYS® system, designed to assess the oxidation-reduction potential (ORP) of semen, was introduced to the European market
in 2016. Rather than measuring the concentration of specific components of the redox system, it enables a real-time measurement
of the balance between all known and unknown oxidants and antioxidants present in semen. The final result is presented as the ORP
index (the value of ORP normalized to sperm concentration).

Clinical studies indicate the potential of the MiOXSYS® system as a diagnostic tool for assessing male infertility associated with oxida-
tive stress. However, despite its innovation and demonstrated clinical value in numerous studies, the MiOXSYS® system has sparked
controversy due to methodological issues and the interpretation of results.

Key words: male infertility, semen, reactive oxygen species, oxidation-reduction potential

B Skréty / Abbreviations

ABTS - 2,2-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian) (ang. 2,2™-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); ART — rozrod wspoma-
gany medycznie (ang. assisted reproductive technology); ATPA — podjednostka alfa syntazy ATP (ang. ATP synthase subunit alpha); CE — zgod-
nos$c¢ europejska (ang. European Conformity); CMA3 chromomycyna A3 (ang. chromomycin A3); COMET test kometkowy (ang. comet assay)
ICSI - docytoplazmatyczna iniekcja plemnika do komorki jajowej (ang. intracytoplasmic sperm injection); IVE — zaptodnienie pozaustrojowe

(ang. in vitro fertilization); MiOXSYS® - system do oceny potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego w nasieniu (ang. male infertility oxidative

system); MMP — potencjat btony mitochondrialnej (ang. mitochondrial membrane potential); MOSI — meska nieptodnosé spowodowana
stresem oksydacyjnym (ang. Male Oxidative Stress Infertility); MTCO1 - oksydaza cytochromu ¢ podjednostka I (ang. mitochondrially encoded
cytochrome C oxidase I); NLR — negatywny wspéiczynnik wiarygodnosci (ang. negative likelihood ratio); ORP — potencjat utleniajaco—reduk-
cyjny, redoks, pary redoks (ang. oxidation—reduction potential); OS — stres oksydacyjny (ang. oxidative stress); OXPHOS — szlak fosforylacji

oksydacyjnej w tanicuchu oddechowym (ang. oxidative phosphorylation at the level of respiratory chain); PLR — pozytywny wspétczynnik wia-
rygodnodci (ang. positive likelihood ratio); PPV — dodatnia wartos¢ predykcyjna (ang. positive predictive value); RET — reaktywne formy tlenu

(ang. reactive oxygen species — ROS); RLU — wzgledne jednostki §wiatta (ang. relative light unit); RS — stres redukcyjny (ang. reducive stress);

SCSA - ocena struktury chromatyny plemnika (ang. Sperm Chromatin Structure Assay); SDF — fragmentacja DNA plemnikow (ang. sperm

DNA fragmentation); TEAC - ocena catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej plazmy nasienia metoda kolorymetryczna (ang. trolox eqiuvalent
antioxidant capacity); TUNEL - znakowanie koncéw naciec¢ nici DNA przy uzyciu terminalnej transferazy deoksynukleotydowe (ang. ter-
minal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling) UQCRC2 - podjednostka 2 kompleksu cytochromu b-c1 (ang. cytochrome

b-c1 complex subunit 2); WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
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B Wstep / Introduction

Nieptodnoé¢, czyli brak uzyskania cigzy po 12 miesigcach
regularnego wspolzycia pary (3—4-krotnie w tygodniu)
bez stosowania $rodkéw antykoncepcyjnych, dotyka
okoto 20% par na catym $wiecie. Zostata ona zakwali-
fikowana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO,
ang. World Health Organization) jako choroba cywiliza-
cyjnaiszacuje sie, ze stanowi problem spoteczny, ktéry
w najblizszych latach bedzie przybierat na sile (Agarwal
iwsp., 2015; 2019b). Czynnik meski odpowiada za okoto
50% wszystkich przypadkéw zaburzen ptodnosci pary,
przy czym w okoto 20-30% stanowi czynnik izolo-
wany. Szacuje sie, ze w skali globalnej okoto 7% mez-
czyzn boryka sie z problemem nieptodnosci (Agarwal
i wsp., 2015; Alfaro-Gomez i wsp., 2023; Dimitriadis i wsp.,
2021; Evans i wsp., 2021).

Zaburzenia meskiej ptodnosci maja charakter wielo-
czynnikowy. Moga one by¢ wynikiem zaburzen endo-
krynologicznych, genetycznych, anatomicznych, choréb
systemowych czy infekcji w meskim uktadzie ptciowym,
a takze niekorzystnego wptywu zanieczyszczenia $ro-
dowiska czy czynnikéw zwigzanych ze stylem zycia.
W wielu przypadkach u podioza tych zaburzen wystepuje
stres oksydacyjny (OS, ang. oxidative stress) (ok. 30-40%).
Jednakze, pomimo ciagtego rozwoju wiedzy na temat
przyczyn zaburzen meskiej ptodnosci oraz metod dia-
gnostycznych, az u ok. 30-50% mezczyzn stwierdza sie
nieptodnog¢ idiopatyczna, charakteryzujaca sie niepra-
widtowymi wynikami podstawowego badania nasienia,
bez identyfikowalnej przyczyny, przy braku zenskiego
czynnika nieptodnosci. Obecnie, na podstawie dostep-
nych badan, szacuje sie, ze az w okoto 80% przypadkéw
meskiej nieptodnosci idiopatycznej gtéwna przyczyna
obserwowanych nieprawidlowosci w nasieniu moze
by¢ OS (Agarwal i wsp., 2019b; Baskaran i wsp., 2021;
Evans i wsp., 2021; Majzoub i wsp., 2018; Wagner i wsp.,
2017). Jego wystepowanie w nasieniu (plemnikach)
przyczynia sie do: 1) zmniejszenia szansy na uzyskanie
zaptodnienia w warunkach naturalnej koncepcji, jak
iprzy wykorzystaniu technik wspomaganego rozrodu,
2) nieprawidlowego rozwdj zarodka czy 3) wzrostu
ryzyka wystapienia nawracajacych poronien (Agarwal
iwsp., 2014; 2019b).

Infertility, defined as the inability to achieve preg-
nancy after 12 months of regular unprotected
intercourse three to four times per week, affects
approximately 20% of couples worldwide. It has
been classified by the World Health Organization
(WHO) as a civilization-related disease and is esti-
mated to represent a social issue that is expected
to intensify in the coming years (Agarwal et al.,
2015; 2019b). The male factor accounts for approx-
imately 50% of all cases of infertility in couples,
with 20-30% representing an isolated factor. It is
estimated that globally, around 7% of men struggle
with infertility (Agarwal et al., 2015; Alfaro-Gomez et
al., 2023; Dimitriadis et al., 2021; Evans et al., 2021).

Male infertility is a multifactorial condition that
can result from endocrine, genetic, or anatomical
disorders, systemic diseases, infections in the male
reproductive system, or the adverse effects of envi-
ronmental pollution or lifestyle-related factors. In
many cases, the underlying factor is oxidative stress
(OS), contributing to approximately 30-40% of cases;
however, despite ongoing advances in understanding
the causes of male infertility and improvements in
diagnostic methods, 30-50% of infertile men are
diagnosed with idiopathic infertility. This condi-
tion is characterized by abnormal semen parameters
without an identifiable cause and in the absence of
a female infertility factor. Current evidence suggests
that in up to 80% of idiopathic male infertility cases,
the primary cause of the abnormalities observed in
semen may be OS (Agarwal et al., 2019b; Baskaran et al.,
2021; Evans et al., 2021; Majzoub et al., 2018; Wagner
et al., 2017), whose presence in semen (sperm) con-
tributes to: 1) reduced chances of achieving fertiliza-
tion through natural conception or assisted reproduc-
tive technologies, 2) impaired embryo development,
and 3) an increased risk of recurrent pregnancy loss
(Agarwal et al., 2014; 2019b).

B Stres oksydacyjny w nasieniu / Oxidative stress in semen

Stres oksydacyjny jest wynikiem zachwiania réwnowagi
miedzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu (RFT,
ang. reactive oxygen species), do ktérych naleza gtéwnie
wolne rodniki (Walczak-Jedrzejowska, 2015; Otasevic i wsp.,
2020), a dziataniem ochronnego systemu antyoksydacyj-
nego w sytuacjach, gdy komorki, czy tez tkanki narazone
sa na dodatkowe, egzogenne zrédta RFT, lub gdy zwieksza
sie tempo ich endogennej produkcji, badz tez zmniejsza
sie wydolnos¢ ochronnych systeméw antyoksydacyjnych
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Oxidative stress occurs as a result of an imbal-
ance between the production of reactive oxygen
species (ROS), which mainly include free radicals
(Walczak-Jedrzejowska, 2015; Otasevic et al., 2020),
and the activity of the protective antioxidant system.
This imbalance can arise when cells or tissues are
exposed to additional exogenous sources of radi-
cals, when the rate of their endogenous production
increases, or when the efficiency of the antioxidant
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(Walczak-Jedrzejowska, 2015; Marchlewicz i wsp., 2016;
Kowalczyk, 2022).

Terminem RET okresla sie zwigzki tlenu wykazujace
wieksza reaktywnos¢ niz tlen czasteczkowy w stanie
podstawowym (trypletowym). Naleza do nich wolne
rodniki zawierajacych co najmniej jeden niesparowany
elektron walencyjny (np. anionorodnik ponadtlenkowy,
rodnik hydroksylowy, wodorotlenkowy czy alkoksylowy)
oraz zwigzki niebedace wolnymi rodnikami, powsta-
jace w wyniku metabolizmu tlenu (np. tlen singletowy,
nadtlenek wodoru, ozon czy kwas podchlarawy). Jako
czasteczki bardzo reaktywne szybko wchodza one
w reakcje z makromolekutami komérkowymi (biatka,
lipidy, kwasy nukleinowe) i indukuja powstanie kolej-
nych produktéw wolnorodnikowych. Nastepstwem OS,
jest utlenienie biatek, peroksyadcja lipidéw oraz uszko-
dzenia DNA, w tym DNA mitochondrialnego, a takze
zmiany w epigenomie plemnikéw. Skutkuje to zabu-
rzeniem jakosci/czynnosci meskich gamet wptywajac
na ich potencjat do zaptodnienia komérki jajowej oraz
powstanie zdrowego zarodka. Ponadto stres oksydacyjny
moze wywotaé generowanie genotoksycznych i muta-
gennych produktéw ubocznych w plemnikach, ktére
moga zwiekszac ryzyko choréb u potomstwa (Aitken,
2017; Takeshima i wsp., 2020; Ritchie i Ko, 2020; Ribas-
-Maynou i Yeste, 2020).

los¢ RET jest &cigle kontrolowana przez mechanizmy
antyoksydacyjne. Zaréwno komorki, jak i ptyny ustro-
jowe — w tym plazma nasienia i plemniki — zawieraja
zwigzki o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, ktére
reguluja ilo$¢ RET poprzez neutralizacje i usuwanie ich
nadmiaru. Proces ten odbywa sie w ramach systemu
zwanego ,uktadem redoks” i umozliwia utrzymanie
réwnowagi oksydacyjno—redukcyjnej. Naleza do nich
enzymy (dysmutazy ponadtlenkowe, katalaza, perok-
sydaza glutationowa/reduktaza glutationowa) i nie-
enzymatyczne, niskoczasteczkowe zwiazki o charak-
terze przeciwutleniaczy (np. witamina A, C, E, glutation,
cysteina, homocyteina, transferryna, cynk, selen, miedz,
tauryna, hipotauryna). Zwiazki te $cisle wspéidziataja
ze soba w celu zapewnienia optymalnej ochrony przed
nadmiarem RFT i wydaje sie, ze niedobér jednego z nich
moze powodowac obnizenie catkowitego potencjatu anty-
oksydacyjnego organizmu/uktadu biologicznego (Frqczek
i Kurpisz, 2005; Walczak-Jedrzejowska, 2015; Marchlewicz
i wsp., 2016; Kowalczyk, 2022; Ribeiro i wsp., 2021).

Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze niskie, kontro-
lowane (fizjologiczne) poziomy RFT odgrywaja istotna
role w prawidtowej produkgji i czynnosci plemnika.
W jadrze zaangazowane sa w proces namnazania, réz-
nicowania czy apoptozy komoérek plemnikotwoérczych,
a w najadrzu biorg udziat w procesie dojrzewania plem-
nikéw. W zenskich drogach rodnych, podczas procesu
zaptodnienia reguluja proces kapacytacji, hiperaktywaciji,
reakcji akrosomalnej i ostatecznie fuzji z oocytem (Aitken
i Drevet, 2020; Baskaran i wsp., 2021; Juarez-Rojas i wsp.,
2022; Mancini i wsp., 2023).

defense systems decreases (Walczak-Jedrzejowska,
2015; Marchlewicz et al., 2016; Kowalczyk, 2022).

Reactive oxygen species are oxygen-containing
compounds that exhibit greater reactivity than molec-
ular oxygen in its ground (triplet) state. These include
free radicals containing at least one unpaired valence
electron (e.g., superoxide anion radical, hydroxyl
radical, peroxyl radical, or alkoxyl radical) as well
as non-radical oxygen derivatives produced during
oxygen metabolism (e.g., singlet oxygen, hydrogen
peroxide, ozone, or hypochlorous acid). Due to their
high reactivity, these molecules readily react with
cellular macromolecules such as proteins, lipids,
and nucleic acids, leading to the formation of addi-
tional free radical products. The consequences of OS
hence include protein oxidation, lipid peroxidation,
damage to nuclear and mitochondrial DNA, as well
as alterations in the sperm epigenome. This impairs
the quality and function of male gametes, adversely
affecting their ability to fertilize the oocyte and
support healthy embryo development. Furthermore,
OS can lead to the generation of genotoxic and muta-
genic by-products in sperm, which may increase the
risk of diseases in offspring (Aitken, 2017; Takeshima
et al., 2020; Ritchie and Ko, 2020; Ribas-Maynou and
Yeste, 2020).

The quantity of ROS is tightly regulated by antioxi-
dant mechanisms. Both cells and body fluids, including
seminal plasma and sperm cells, contain antioxidant
compounds that control ROS levels by neutralizing
and eliminating excess radicals. This process operates
within a system referred to as the redox system, which
maintains redox balance. The system itself includes
both enzymes (superoxide dismutases, catalase, glu-
tathione peroxidase/reductase) and non-enzymatic
compounds, i.e., low-molecular-weight antioxidants
such as vitamins A, C, and E, glutathione, cysteine,
homocysteine, transferrin, zinc, selenium, copper,
taurine and hypotaurine. These compounds interact
closely to provide optimal protection against excess
ROS, and a deficiency in any one of them may reduce
the overall antioxidant potential of the organism or
biological system (Frgczek and Kurpisz, 2005; Walczak-
-Jedrzejowska, 2015; Marchlewicz et al., 2016; Kowalczyk,
2022; Ribeiro et al., 2021).

Nevertheless, it should be emphasized that low,
controlled (physiological) levels of ROS play a crucial
role in the proper production and function of sperm.
In the testes, ROS are involved in the proliferation,
differentiation, and apoptosis of spermatogenic cells,
while in the epididymis, they contribute to sperm
maturation. In the female reproductive tract, during
fertilization, ROS regulate key processes such as
capacitation, hyperactivation, the acrosome reaction,
and ultimately, fusion with the oocyte (Aitken and
Drevet, 2020; Baskaran et al., 2021; Juarez-Rojas et al.,
2022; Mancini et al., 2023).
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Za gtéwne endogenne, komérkowe zrédta RET
w nasieniu uwaza sie leukocyty (neutrofile, makrofagi)
oraz plemniki o nieprawidtowej budowie, z nadmiarem
resztkowej cytoplazmy, ktére generuja RET w wyniku
aktywnosci znajdujacej sie w niej oksydazy NADPH
a takze takie, w ktérych doszto do dysfunkcji mitochon-
driéw prowadzacej do zwiekszonego wycieku elektronéw
z tanicucha oddechowego (Frqczek i Kurpisz, 2005; Walczak-
-Jedrzejowska, 2015; Panday i wsp., 2015; Agarwal i wsp.,
2018; Aitken i wsp., 2022; Baskaran i wsp., 2021; Azzi,
2022; Takeshima i wsp., 2020). Inne endogenne zrédta RFT,
zwiazane z zaburzeniami uktadu ptciowego to miedzy
innymi zylaki powrdzka nasiennego, nowotwory, skret
jadra, wnetrostwo czy infekcje uktadu moczowo—picio-
wego. Z kolei do egzogennych czynnikéw generujacych
OS naleza czynniki srodowiskowe (zanieczyszczenie $ro-
dowiska, metale ciezkie), czynniki zwigzane ze stylem
zycia (palenie, alkohol, nieprawidtowa dieta), takze wiek
mezczyzny oraz niektére leki, radio- czy chemioterapia
(Baratiiwsp., 2020; Fraczek i wsp., 2020; Gill i wsp., 2021;
Ritchie 1 Ko, 2021; Tanaka i wsp., 2022; Agarwal i wsp.,
2018; Evans i wsp., 2021; Kumar i Singh, 2018; He i wsp.,
2020; Nago i wsp., 2021; Zhao i wsp., 2016; Zargari i wsp.,
2022; Aitken, 2023; Wdowiak i wsp., 2024).

Tak wiec, w zwiazku z rosnaca liczba badan ukazu-
jacych istotna role OS w patogenezie zaburzen meskiej
plodnoséci, zasadnym wydaje sie dyskusja nad rozszerze-
niem diagnostyki mezczyzny z nieptodnej pary o testy
wykrywajace jego obecno$é¢ w nasieniu/plemnikach,
co mogtloby przyczyni¢ sie do stosowania bardziej sper-
sonalizowanej i skuteczniejszej terapii. O istotnosci tego
problemu $wiadczy wprowadzenie w 2019 r. terminu
,meska nieptodnos¢ spowodowana stresem oksydacyjnym”
(MOSI, ang. Male Oxidative Stress Infertility), pozwala-
jacego na wyodrebnienie grupy nieptodnych mezczyzn
z nieprawidtowymi parametrami nasienia i wspotist-
niejacym OS, ktérzy wczesniej, w duzej mierze, kla-
syfikowani byli jako mezczyzni z nieptodnoscia idio-
patyczna (Agarwal i wsp., 2019b). Lepsze zrozumienie
etiologii OS w zaburzeniach meskiej ptodnosci, moze
pomdéc widentyfikacji mezczyzn, ktérzy prawdopodobnie
odniosa korzysci z terapii antyoksydacyjnej, jednocze-
$nie minimalizujac szkodliwe skutki przedawkowania
antyoksydantéw, ktére prowadzg do tzw. stresu reduk-
cyjnego (RS, ang. reductive stress) (Henkel i wsp., 2019).
W ostatnich latach, coraz czesciej podnosi sie kwestie tzw.
,paradoksu antyoksydacyjnego”, czyli nadmiernego sto-
sowania suplementéw antyoksydacyjnych i zwiazanego
z tym ryzyka wystapienia w nasieniu/plemnikach RS,
ktoérego skutki dla ptodnosci sg tak samo niekorzystne,
jak te zwigzane z OS. Stres redukcyjny moze z jednej
strony indukowa¢ wtérny stres oksydacyjny, a z drugiej —
nadmiernie obniza¢ poziom fizjologicznych RFT, ktére
sa niezbedne dla prawidtowej funkcji plemnikéw (Dutta
iwsp., 2021; 2022). W jego efekcie, podobnie jak przy OS,
dochodzi do uszkodzenn DNA plemnikéw, obnizenia ich
ruchliwosci a takze zaktécenia kluczowych proceséw
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The primary endogenous cellular sources of ROS
in semen are leukocytes (neutrophils and mac-
rophages) and structurally abnormal spermatozoa
with excessive residual cytoplasm, generating ROS
due to the activity of NADPH oxidase present in it,
as well as sperm with mitochondrial dysfunction,
leading to increased electron leakage from the res-
piratory chain (Frqczek and Kurpisz, 2005; Walczak-
-Jedrzejowska, 2015; Panday et al., 2015; Agarwal et al.,
2018; Aitken et al., 2022; Baskaran et al., 2021; Azzi,
2022; Takeshima et al., 2020). Other endogenous ROS
sources associated with reproductive system disorders
include varicocele, testicular cancer, testicular torsion,
cryptorchidism, and infections of the genitourinary
system. Exogenous factors contributing to OS include
environmental pollutants (e.g., heavy metals), life-
style factors (e.g., smoking, alcohol consumption, and
poor diet), male age, as well as certain medications,
radiotherapy, or chemotherapy (Barati et al., 2020;
Fraczek et al., 2020; Gill et al., 2021; Ritchie and Ko,
2021; Tanaka et al., 2022; Agarwal et al., 2018; Evans
et al., 2021; Kumar and Singh, 2018; He et al., 2020;
Nago et al., 2021; Zhao et al., 2016; Zargari et al., 2022;
Aitken, 2023; Wdowiak et al., 2024).

Given the growing body of research highlighting
the significant role of OS in the pathogenesis of
male infertility, there may be a part for OS detec-
tion tests in the diagnostic workup of men from
infertile couples. Indeed, their inclusion could con-
tribute to the design of more personalized and
effective treatment strategies. The importance of
this issue is underscored by the introduction of the
term “Male Oxidative Stress Infertility” (MOSI) in
2019, which defines a subset of infertile men with
abnormal semen parameters and coexisting OS.
Previously, many of these individuals were classi-
fied under the broad category of idiopathic infertility
(Agarwal et al., 2019b). A better understanding of
the etiology of OS in male infertility could aid in
identifying men likely to benefit from antioxidant
therapy. Such an understanding could also minimize
reductive stress (RS), i.e. the harmful effects of anti-
oxidant overdose (Henkel et al., 2019). Recent years
have seen greater attention afforded to the concept
of the antioxidant paradox, i.e. the excessive use of
antioxidant supplements and the associated risk of
inducing RS in semen. The effects of RS on fertility
are as detrimental as those of OS, as it can induce
secondary OS or excessively lower the physiolog-
ical levels of ROS, which are essential for normal
sperm function (Dutta et al., 2021; 2022). Similar
to OS, RS can result in sperm DNA damage, reduced
motility and the disruption of key fertilization pro-
cesses, such as capacitation, the acrosome reaction,
and oocyte penetration (Henkel et al., 2019, Sadeghi
et al., 2023; Moustakli et al., 2024). Unfortunately, as
studies indicate, the easy availability of antioxidant
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ZNACZENIE KLINICZNE POTENCJALU OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO (ORP) W LUDZKI NASIENIU
WERYFIKOWANEGO ZA POMOCA ELEKTROCHEMICZNEGO SYSTEMU MIOXSYS®

zaptodnienia tj. kapacytacja, reakcja akrosomalna czy
penetracja komorki jajowej (Henkel i wsp., 2019, Sadeghi
iwsp., 2023; Moustakli i wsp., 2024). Niestety, jak wskazuja
badania, tatwa dostepno$¢ suplementéw antyoksydacyj-
nych, bez konieczno$ci posiadania recepty, a takze ogélne
przekonanie o ich pozytywnym wptywie na ptodnos¢
w kontekscie przeciwdziatania skutkom wszechobecnego
OS, stanowi realne ryzyko dla wywotania RS w nasieniu
(Martin-Hidalgo i wsp., 2019; Alfaro-Gomez i wsp., 2023;
Symeonidos i wsp., 2021). Tak wiec, nie ulega watpliwosci,
ze oprocz edukacji pacjentéw na temat ryzyka zwigzanego
z nadmiernym stosowaniem antyoksydantéw, niezbedne
jest wprowadzenie dodatkowych narzedzi diagnostycz-
nych, ktére powala na doktadng ocene réwnowagi oksy-
dacyjno-redukcyjnej w nasieniu i tym samym optyma-
lizacje leczenia.

supplements without a prescription, coupled with
a widespread belief in their positive effects on fer-
tility as a countermeasure to the pervasive effects
of OS, poses a real risk of inducing RS in semen
(Martin-Hidalgo et al., 2019; Alfaro-Gomez et al., 2023;
Symeonidos et al., 2021). Therefore, there is no doubt
that in addition to educating patients about the risks
associated with excessive antioxidant use, it is crucial
to implement additional diagnostic tools that allow
for precise assessment of the oxidative-reductive
balance in semen, thereby optimizing treatment
strategies.

Ocena stresu oksydacyjnego w nasieniu z wykorzystaniem systemu MiOXSYS®
Assessment of Oxidative Stress in Semen Using the MiOXSYS® System

Istnieje wiele metod, zaréwno bezposrednich, jak i posred-
nich, stosowanych do badania OS w réznych systemach
biologicznych. Jednakze, analiza OS powinna uwzglednia¢
nie tylko ilo§ciowa ocene reaktywnych form tlenu, ale takze
zdolno$¢ antyoksydacyjna ptynéw biologicznych. Dlatego
tez w obecnej edycji podrecznika WHO z 2021 r. dotyczacego
badania nasienia, oprécz oceny poziomu reaktywnych form
tlenu w nasieniu i/lub plemnikach z wykorzystaniem che-
miluminescencji, dodane zostaty testy umozliwiajace ocene
catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej plazmy nasienia
(metoda kolorymetryczna, TEAC, ang. trolox egiuvalent
antioxidant capacity) a takze potencjatu oksydacyjno-reduk-
cyjnej nasienia (z wykorzystaniem systemu MiOXSYS®,
ang. male infertility oxidative system) (WHO, 2021).

Bezposredni pomiaru RFT z wykorzystaniem metody
chemiluminescencyjnej, opiera sie na reakcji rodnikéw
tlenowych z odpowiednim znacznikiem (np. luminolem).
Wyniki wyrazane sa jako iloé¢ wzglednych jednostek
$wiatta (RLU, ang. relative light unit) w czasie, w prze-
liczeniu na 10° plemnikéw (RLU/s/10° plemnikéw)
(Agarwal i wsp., 2017b).

Metoda oceny catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej
plazmy nasienia, polega na oznaczaniu zdolnosci przeciw-
utleniaczy do neutralizacji niebieskiego kationorodnika
generowanego z 2,2-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sul-
fonianu) (ABTS, ang. 2,2-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) pod wplywem nadsiarczanu sodu,
co powoduje spadek absorbancji. Zdolnosé¢ antyoksyda-
cyjna prébki jest poréwnywana ze zdolnoscia antyoksy-
dacyjna standardu — troloksu (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-

-tetrametylchroman-2-karboksylowy) i wyrazana
jest w uM ekwiwalentu troloksu (Miller i wsp., 1993).

Z kolei pomiar potencjatu oksydacyjno—redukcyj-
nego (inaczej potencjat utleniajaco-redukeyjny, redoks
czy tez pary redoks; ORP, ang. oxidation—reduction poten-
tial) jest miarg przemieszczania sie elektronéw z jednej

Numerous direct and indirect methods are used
to evaluate OS in various biological systems.
However, such assessments should encompass not
only the quantitative measurement of ROS, but also
the total antioxidant capacity of biological fluids.
A comprehensive analysis of OS should integrate
both aspects for a more accurate evaluation. In line
with this approach, the latest edition of the WHO
manual for semen analysis (WHO, 2021) has incor-
porated additional tests to assess OS in semen. In
addition to measuring ROS levels in semen and/
or sperm using chemiluminescence, the manual
now includes tests for total antioxidant capacity
(TAC) of seminal plasma, assessed using the col-
orimetric method and trolox equivalent antioxidant
capacity (TEAC). Furthermore, the oxidative-reduc-
tive potential (ORP) of semen is evaluated using the
MiOXSYS® system (male infertility oxidative system).
These additions aim to enhance the comprehensive-
ness of OS assessment in male infertility diagnostics.

The chemiluminescence method allows direct meas-
urement of ROS based on the reaction of oxygen radi-
cals with a suitable probe (e.g., luminol). The results are
expressed as the relative light unit (RLU) per second,
normalized to 10° spermatozoa (RLU/s/10° sperm)
(Agarwal et al., 2017Db).

The total antioxidant capacity (TAC) of seminal
plasma is determined based on the ability of anti-
oxidants to neutralize the blue cation radical gen-
erated from 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) (ABTS) in the presence of sodium
persulfate. The resulting decrease in absorbance is
compared to that of a standard antioxidant, trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid), and is expressed in uM trolox equivalents (Miller
et al., 1993).
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substancji chemicznej (czasteczki) na druga (Agarwal
i wsp., 2016). Parametr ORP nie mierzy stezenia, lecz
aktywno$¢, koncentrujac sie na bezposrednim pomiarze
elektronéw w ruchu podczas reakcji redoks. Transfer
elektronéw wytwarza potencjat elektryczny okreslany
przez stosunek aktywnosci utlenionych i zredukowanych
zwiazkdw, ktéry oblicza sie za pomoca réwnania Nernsta:

ORP = E° - RT/nF x In([Ox]/[Red])

gdzie:

E° = standardowy potencjat redukcyjny

R = uniwersalna stata gazowa

T = temperatura (Kelvin)

n = liczba moli wymienianych elektronéw

F = stata Faradaya

[Red] = stezenie zredukowanych form

[Ox] = stezenie utlenionych form

Tak wiec, ORP stanowi liczbowy wskaznik warunkéw
utlenienia lub redukeji w uktadzie, tzn. ogélnej aktyw-
nosci wszystkich utleniaczy i antyoksydantéw. W przeci-
wienstwie do innych metod wykorzystywanych w ocenie
OS, ograniczonych tylko do oceny stezenia okreslonych
sktadnikéw uktadu redoks (wolnych rodnikéw — metoda
chemiluminescencyjna lub antyoksydantéw — pomiar
catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej), ORP umozliwia
pomiar w czasie rzeczywistym réwnowagi miedzy wszyst-
kimi znanymiinieznanymi utleniaczamii antyoksydan-
tami znajdujacym sie w danym uktadzie biologicznym.
Pomiar ORP wykorzystywany jest od lat do oceny jakosci
wody, w badaniach ekotoksykologicznych czy tez w celach
diagnostycznych do oceny OS w r6znych ptynach ustro-
jowych np. surowicy krwi (Tantra i wsp., 2012; Bjugstad
i wsp., 2016; Heldmaier i wsp., 2018; Atchie i wsp., 2023).

System MiOXSYS®, przeznaczony do oceny ORP
w nasieniu, zostal wprowadzony na rynek europejski
na poczatku 2016 r. przez firme Aytu BioScience Inc.
(USA). Oprécz pomiaru ORP w nasieniu lub plazmie
nasienia (Agarwal i wsp., 2016), urzadzenie moze by¢
wykorzystywane takze do oceny ORP np. w mediach
stuzacych do przygotowywania plemnikéw czy hodowli
zarodkoéw przy procedurach rozrodu wspomaganego
medycznie (ART, ang. assisted reproductive technology)
(Panner Selvam i wsp., 2018; Niu i wsp., 2023). System
MiOXSYS® zostat dopuszczony do uzytku w krajach Unii
Europejskiej oraz posiada oznaczenie CE (ang. European
Conformity; zgodno$¢ europejska). Zostat réwniez zareje-
strowany w Urzedzie Rejestracji Produktéw Leczniczych
w Polsce. Oznaczenie CE potwierdza, ze MiOXSYS®
spelnia podstawowe wymagania dotyczace bezpie-
czenstwa, ochrony zdrowia i ochrony srodowiska, okre-
$lone w odpowiednich dyrektywach Unii Europejskiej.
System jest réwniez zgodny z Rozporzadzeniem Unii
Europejskiej 2017/745 (https://eur-lex.europa.eu/legal-
-content/PL/TXT/PDF/?uri=CELEX:32017R0745)
w sprawie wyrobéw medycznych, co dodatkowo gwaran-
tuje jego zgodnosc¢ z najwyzszymi standardami jakosci
ibezpieczenstwa.
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In contrast, oxidation-reduction potential (ORP),
also known as redox potential or redox pair potential,
does not measure concentration but rather activity,
focusing on the direct measurement of electrons in
motion during redox reactions (Agarwal et al., 2016).
The transfer of electrons generates an electric poten-
tial, which is determined by the ratio of the activity
of oxidized to reduced compounds, and is calculated
using the Nernst equation:

ORP = E° - RT/nF x In([Ox]/[Red])

where:

E° = standard electrode potential

R = gas constant

T = temperature (Kelvin)

n = numbers of moles of electrons transferred

F = Faraday constant

[Red] = concentration of reduced species

[Ox] = concentration of oxidized species

Thus, ORP represents a numerical indicator of the
oxidative or reductive conditions within a system,
reflecting the overall activity of all oxidants and anti-
oxidants. Unlike other methods used to evaluate OS,
which are limited to assessing the concentration of
specific components of the redox system, i.e. free radi-
cals using the chemiluminescence method or antioxi-
dants via TAC measurement, ORP enables real-time
measurement of the balance between all known and
unknown oxidants and antioxidants in a given bio-
logical system. ORP measurement has been utilized
for years to assess water quality, in ecotoxicological
studies, and for diagnostic purposes in evaluating
OS in various biological fluids, such as blood serum
(Tantra et al., 2012; Bjugstad et al., 2016; Heldmaier et al.,
2018; Atchie et al., 2023).

The MiOXSYS® system, designed for assessing ORP
in semen, was introduced to the European market in
early 2016 by Aytu BioScience Inc (USA). In addi-
tion to measuring ORP in semen or seminal plasma
(Agarwal et al., 2016) the device can also be used for
evaluating ORP in media utilized for sperm prepa-
ration or embryo culture during assisted reproduc-
tive technology (ART) procedures (Panner Selvam
et al., 2018; Niu et al., 2023). The MiOXSYS® system
is approved for use in the European Union and holds
a CE (European Conformity) certification, indi-
cating that it meets essential safety, health, and
environmental protection requirements outlined
in relevant EU directives. It is also registered with
the Office for Registration of Medicinal Products in
Poland. Additionally, the system complies with the
European Union Medical Device Regulation 2017/745
(https://eur-lex.europa.eu/legal-content/PL/TXT/
PDF/?uri=CELEX:32017R0745), ensuring adherence
to the highest quality and safety standards.

The principle of ORP measurement is based the
use of an electrochemical sensor that detects the
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ZNACZENIE KLINICZNE POTENCJALU OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO (ORP) W LUDZKI NASIENIU
WERYFIKOWANEGO ZA POMOCA ELEKTROCHEMICZNEGO SYSTEMU MIOXSYS®

Zasada pomiaru ORP opiera sie na wykorzystaniu
elektrochemicznego czujnika, ktéry mierzy przeptyw
elektronéw miedzy reduktorami a utleniaczami w prébce.
Procedura rozpoczyna sie od umieszczenia 30 uL probki
nasienia na specjalnym czujniku (jednorazowy chip)
wyposazonym w trzy elektrody: elektrode odniesienia —
utrzymujaca stabilny potencjat elektryczny dla kalibracji,
elektrode pomiarowsa — rejestrujacg zmiany potencjatu
w prébce oraz elektrode pomocnicza — wspomagajaca
zamkniecie obwodu elektrochemicznego. Po natozeniu
probki na czujnik i umieszczenie go w porcie urzadzenia
pomiarowego, nastepuje detekcja napiecia powstatego
pomiedzy elektroda referencyjng a robocza w czasie
rzeczywistym. Cato$¢ pomiaru trwa mniej niz 5 min,
co czyni system MiOXSYS® szybkim i fatwym w uzyciu
narzedziem diagnostycznym. Wynik pomiaru, czyli
tzw. ,surowy” ORP (ORP lub sOPR — ang. static ORP),
to usredniona warto$¢ pomiaru z 20 odczytéw wykona-
nych w ciggu 10 sekund, wyrazona w miliwoltach (mV).
Wedtug zalecen producenta oraz dostepnych protokotéw
pomiaru, uzyskany wynik ORP nasienia wymaga nor-
malizacji wzgledem koncentracji plemnikéw (Agarwal
i wsp., 2016; 2017a, b, ¢; Agarwal i Bui, 2017; Agarwal
i Wang, 2017). Tak wiec, uzyskany wynik ORP dzieli sie
przez wyliczong koncentracja plemnikéw danej prébki,
a ostateczny wynik wyrazony jest w mV/10° plemnikéw/
mLiniekiedy nazywany jest wskaznikiem lub indeksem
sORP (ang. sORP index). Uzasadnieniem stosowanej nor-
malizacji, ma by¢ fakt, ze ORP w nasieniu zalezy z jedne;j
strony od liczby i stanu fizjologicznego plemnikéw, ktére
sa zrédtem RFT, a z drugiej strony od zdolnosci antyok-
sydacyjnej plazmy nasiennej (Aitken i Fisher, 1994, Fisher
i Aitken, 1997; Gomez i wsp., 1996; Agarwal i wsp., 2017¢).
Dlatego tez, normalizacja wyniku ORP wzgledem koncen-
tracji plemnikéw ma umozliwi¢ bezposrednie poréwny-
wanie wynikéw uzyskanych z prébek nasienia od mez-
czyzn o r6znym potencjale ptodnosci (dawcy, mezczyzni
z zaburzeniami ptodnosci), o r6znym podtozu zaburzen
ptodnoéci, czy pochodzacych z réznych regionéw geo-
graficznych (Agarwal i wsp., 2017¢).

Wedtug producenta, ograniczenia dotyczace wyko-
nywania pomiaru zwigzane sg z podwyzszong lepkoscia
nasienia oraz niska koncentracje plemnikéw (< 1 mln/mL).
Dodatkowe ograniczenie pomiaru stanowi temperatura
probki. W badaniach walidacyjnych metody zaobserwo-
wano, ze wynik sORP (mV) w badanym zakresie od 2
do 37°C ulegat wzrostowi wraz ze wzrostem tempera-
tury. Dlatego tez sugeruje sie wykonywanie pomiaréw
w wystandaryzowanej temperaturze, najlepiej w 37°C,
ktora jest temperaturg odzwierciedlajacg warunki fizjo-
logiczne (Vassiliou i wsp., 2021). Analiza powtarzalnosci
wynikéw uzyskanych z pomiaréw wykonywanych przez
rézne osoby, na réznych urzadzeniach w r6zne dni wyka-
zala, ze wystepuje wysoka zgodno$¢ wewnatrzobserwa-
cyjna (ang. intra-observer) i miedzyobserwacyjna (ang.
intra-observer) uzyskiwanych wynikéw (Agarwal i wsp.,
2016; Vassiliou i wsp., 2021). Takze szybkie zamrazanie

flow of electrons between reductants and oxidants
in the sample. The procedure begins with placing
30 pL of semen sample on a specialized disposable
chip equipped with three electrodes: a reference elec-
trode, which maintains a stable electric potential for
calibration, a working electrode, which records poten-
tial changes in the sample, and an auxiliary electrode,
which supports the completion of the electrochem-
ical circuit. After the sample is applied to the sensor
and inserted it into the device, the system detects
the voltage generated between the reference and
working electrodes in real time. The entire measure-
ment process takes less than five minutes, making
MiOXSYS® a fast and user-friendly diagnostic tool.
The measurement result, known as the raw or static
ORP (sORP), is the mean value of 20 readings taken
over 10 seconds and is expressed in millivolts (mV).

According to the manufacturer’s recommendations
and established measurement protocols, the obtained
ORP value requires normalization relative to sperm
concentration (Agarwal et al., 2016; 2017a, b, ¢; Agarwal
and Bui, 2017; Agarwal and Wang, 2017). Thus, the
obtained ORP value is divided by the calculated sperm
concentration of the sample, and the final result is
expressed in mV/10° sperm/mL, sometimes referred
to as the sORP index. The rationale for normaliza-
tion is based on the observation that ORP in semen
depends both on the number and physiological state
of spermatozoa, as sources of ROS, and the antioxi-
dant capacity of the seminal plasma (Aitken and Fisher,
1994; Fisher and Aitken, 1997; Gomez et al., 1996;
Agarwal et al., 2017¢c). Normalizing the ORP value
relative to sperm concentration enables direct com-
parison of results across semen samples from men
with varying fertility potential (e.g., donors or men
with infertility), different underlying causes of infer-
tility, or originating from diverse geographical regions
(Agarwal et al., 20170).

Asnoted by the manufacturer, the measurement is
limited by increased semen viscosity and low sperm
concentration (< 1 million/mL). An additional limi-
tation is the temperature of the sample. Validation
studies have found sORP (mV) to increase with
temperature within the tested range of 2°C to 37°C.
Therefore, it is recommended to perform measure-
ments at a standardized temperature, preferably at
37°C, which reflects physiological conditions. (Vassiliou
et al., 2021). Even so, high intra-observer and inter-
observer agreement have been reported between meas-
urements conducted by different individuals, on dif-
ferent devices, and on different days (Agarwal et al.,
2016; Vassiliou et al., 2021). Additionally, neither rapid
freezing and storage of samples at -80°C for 30 days,
nor vigorous mechanical mixing of the sample, affected
the ORP index results (Vassiliou et al., 2021). However,
higher semen pH (>8.0) was associated with greater
variability between successive sSORP measurements
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i przechowywanie prébki przez 30 dni w temp. -80°C jak
i mechaniczne, intensywne mieszanie probki nie wptywa
na wynik indeksu ORP (Vassiliou i wsp., 2021). Jednakze
wyzsze pH nasienia (28.0) jest zwigzane z wiekszymi réz-
nicami miedzy kolejnymi pomiarami sORP (Garcia-Segura
iwsp., 2020). Jak wskazuja autorzy, moze to sugerowac,
ze w $rodowisku o wyzszym pH reakcje redoks w prébee
sa bardziej dynamiczne lub mniej stabilne, co prowadzi
do zwiekszonej zmiennosci wynikéw. W zwigzku z tym
alkaliczne pH nasienia moze utrudnia¢ uzyskanie spéj-
nych wynikéw zaréwno sORP, jak i indeksu ORP.

Z kolei badania dotyczace stabilnosci wynikéw ORP
w czasie od ejakulacji przynosza niejednoznaczne wyniki.
Agarwal i wsp. (2016) wykazali, ze wynik indeksu ORP
jest stabilny w ciagu 120 min od ejakulacji, podczas gdy
Vassiliou i wsp. (2021) zaobserwowali spadek wartosci
indeksu w dwéch z 10 analizowanych prébek w prze-
dziale czasu od 20 do 60 min. Chociaz, te ostatnie badania
potwierdzity stabilnog¢ uzyskiwanych wynikéw pomiaréw
w ciggu 240 min od ejakulacji dla wiekszosci prébek,
to Autorzy sugeruja jednak wykonywanie oznaczen
w ciggu 20 min od ejakulacji. Wskazuja oni takze potrzebe
dodatkowych badan, ktére potwierdza jednoznacznie
stabilnos$¢ uzyskiwanego wyniku w diuzszym czasie.

(Garcia-Segura et al., 2020); the authors suggest that in
a higher pH environment, redox reactions within the
sample may be more dynamic or less stable, leading
to increased variability in the results. Therefore, the
presence of alkaline semen pH may lower the consist-
ency of both sORP and ORP index results.

The effect of time after ejaculation on the stability
of ORP results is unclear. Agarwal et al. (2016) found
the ORP index to remain stable within 120 minutes
of ejaculation while Vassiliou et al. (2021) observed
a decrease in two out of 10 samples within a 20-60
minute time frame. Although the latter data con-
firmed that most samples remained stable within
240 minutes post-ejaculation, the authors recommend
performing measurements within 20 minutes after
ejaculation. They also emphasize the need for further
studies to definitively confirm the long-term stability
of the results.

Kliniczne znaczenie oceny potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego
w diagnostyce zaburzen meskiej ptodnosci — przeglad badan

Clinical Significance of Oxidation-Reduction Potential Assessment
in the Diagnosis of Male Infertility Disorders — A Review of Studies

Pierwsze publikacje naukowe dotyczace potencjatu
systemu MiOXSYS® jako narzedzia diagnostycznego
do oceny OS w nasieniu zaczety pojawiac sie okoto 2016 r.
Wiekszos¢ tych badan koncentrowata sie na poréwnaniu
wynikéw pomiaru indeksu ORP pomiedzy grupami mez-
czyzn o réznym statusie ptodnosci (ptodni vs. nieptodni)
lub réznej jakodci nasienia (mezczyzni z normozoospermia
vs. mezczyzni z nieprawidlowosciami parametréw
nasienia). Dodatkowo opracowywano wartoéci odciecia
(ang. cut-off values), ktére umozliwiatyby identyfikacje mez-
czyzn z OS oraz nieprawidlowymi parametrami nasienia,
a takze odréznienie ich od mezczyzn z prawidtowymi
wynikami, bez oznak OS (Agarwal i wsp., 2017a; Agarwal
iwsp., 2017c; Arafa i wsp., 2018; Agarwal i wsp., 2019a).
W jednym z pierwszych, pilotazowych badan zrekru-
towano 26 zdrowych ochotnikéw z normozoospermia
oraz 33 nieptodnych mezczyzn (Agarwal i wsp., 2016).
Wykazano, ze wskaznik ORP w nasieniu i plazmie
nasiennej jest podwyzszony u mezczyzn z nieprawidto-
wymi parametrami nasienia, zwtaszcza w przypadku
obnizonej ruchliwosci plemnikéw (<40%). Na podstawie
analizy krzywej ROC (ang. receiver operating characteri-
stic curve) zaproponowano wartosci graniczne wskaz-
nika ORP: 1,48 mV/10° plemnikéw/mL w nasieniu oraz
2,09 mV/10° plemnikéw/mL w plazmie nasiennej, ktére
mogtyby pomdc w identyfikacji probek o nieprawidtowych
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The first scientific publications on the potential
of the MiOXSYS® system as a diagnostic tool for
assessing OS in semen began to appear around
2016. Most of these studies focused on comparing
ORP index values between groups of men with dif-
fering fertility status (fertile vs. infertile) or semen
quality (men with normozoospermia vs. those
with abnormal semen parameters). Additionally,
efforts were made to establish optimal cut-off
values for identifying men with OS and abnormal
semen parameters and differentiating them from
men with normal semen quality and no signs of OS
(Agarwal et al., 2017a; Agarwal et al., 2017c; Arafa
et al., 2018; Agarwal et al., 2019a).

One of the first pilot studies included 26 healthy
volunteers with normozoospermia and 33 infertile
men (Agarwal et al., 2016). The ORP index in semen
and seminal plasma was found to be elevated in
men with abnormal semen parameters, particu-
larly in cases of reduced sperm motility (<40%).
The following cut-off values were proposed for the
ORP index based on receiver operating character-
istic (ROC) curve analysis: 1.48 mV/10° sperm/mL
in semen and 2.09 mV/10° sperm/mL in seminal
plasma; these could help identify samples with
abnormal parameters, especially those with reduced
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ZNACZENIE KLINICZNE POTENCJALU OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO (ORP) W LUDZKI NASIENIU
WERYFIKOWANEGO ZA POMOCA ELEKTROCHEMICZNEGO SYSTEMU MIOXSYS®

parametrach, szczegdlnie tych z obnizona ruchliwoscia
plemnikéw (<40%). Niestety, zaproponowane wartosci
odciecia charakteryzowaly sie niska dodatnia wartoscia
predykcyjng (PPV, ang. positive predictive value — 45%
w nasieniu i 46,7% w plazmie nasiennej), co najpraw-
dopodobniej wynikato z ograniczonej liczby mezczyzn
o potwierdzonej ptodnosci w grupie kontrolnej (Agarwal
iwsp., 2016). W kolejnych latach przeprowadzono dalsze
badania nad zastosowaniem systemu MiOXSYS® w prak-
tyce klinicznej, szczegdlnie w wykrywaniu stresu oksy-
dacyjnego jako potencjalnej przyczyny nieptodnosci
meskiej (Tabela 1). Podobnie jak w przedstawionym
powyzej pilotazowym badaniu, w kazdym z kolejnych
badan zaobserwowano istotnie wyzsze wartosci wskaz-
nika ORP w grupach badanych (obejmujacych mezczyzn
nieptodnych lub tych z nieprawidtowymi wynikami
analizy nasienia) w poréwnaniu z grupami kontrolnymi.
Na podstawie analizy krzywych ROC w badaniach tych
ustalono wartosci odciecia wskaznika ORP, ktére umoz-
liwiaty identyfikacje zaréwno mezczyzn nieptodnych, jak
i przypadkéw nieprawidtowej jakosci nasienia lub jego
poszczegdlnych parametréw (t.j. obnizona ruchliwos¢
plemnikéw, obnizona catkowita liczba ruchliwych plem-
nikéw, podwyzszona fragmentacja DNA), wynikajacych
prawdopodobnie z obecnosci OS w nasieniu (Tabela 1).
W jednym z najwiekszych dotychczasowych badan,
obejmujacym 2092 mezczyzn z dziewieciu krajéw, system
MiOXSYS®, przy wartosci odciecia ORP wynoszacej 1,34
mV/10° plemnikéw/mL, wykazal wysoka czutos¢ (98,1%)
idodatnia warto$¢ predykcyjna (94,7%) w diagnozowaniu
nieptodnosci meskiej na podstawie nieprawidtowych
parametréw nasienia. Wyniki te potwierdzaja skutecznos¢
testu w identyfikacji przypadkéw z zaburzeniami jakosci
nasienia. Jednakze swoisto$¢ testu (40,6%) oraz nega-
tywna wartos¢ predykcyjna (66,6%) byty znacznie nizsze,
co ogranicza jego zdolnos¢ do skutecznego wykluczania
mezczyzn z normozoospermia (Agarwal i wsp., 2019a).
W innych, podobnych badaniach o mniejszej liczbie
uczestnikéw, z zastosowaniem podobnych wartosci
odciecia mieszczacych sie w zakresie 1,42-1,57 mV/10°
plemnikéw/mL, uzyskano wyniki wskazujace na wyzsza
swoisto$¢ testu (74-88%) w poréwnaniu z jego czutoscia
(60-70%). We wszystkich tych przypadkach, z wyjatkiem
jednego badania, stwierdzono bardzo wysoka dodatnia
warto$¢ predykeyjna (85-95%), co $wiadczy o duzej wia-
rygodnosci testu w potwierdzaniu obecno$ci nieprawi-
dtowosci, ktére moga by¢ zwigzane ze OS w nasieniu.
Natomiast ujemna warto$¢ predykcyjna byta wysoce
zmienna (24-85%), co ogranicza pewno$¢ wykluczenia
obecnosci OS w przypadku wyniku negatywnego (Agarwal
iwsp., 2016; Agarwal i Wang, 2017; Agarwal i wsp., 2017a, ©).
Potwierdza to fakt, ze system MiOXSYS® jest bardziej przy-
datny jako narzedzie wspierajace potwierdzanie obecnosci
nieprawidlowosci w diagnostyce meskiej nieptodnosci
zwiagzanej z OS niz jako samodzielny test przesiewowy.
Tak wiec, na podstawie wszystkich powyzszych badan
mozna stwierdzi¢, ze wyniki wskaznika ORP wskazujace

sperm motility (<40%). However, the proposed
cut-off values were characterized by low positive
predictive value (PPV; 45% in semen and 46.7% in
seminal plasma), likely due to the limited number
of men with confirmed fertility in the control group
(Agarwal et al., 2016).

In subsequent years, further studies evaluated
the use of the MiOXSYS® system in clinical practice,
particularly for detecting OS as a potential cause of
male infertility (Table 1). Similar to the pilot study,
these subsequent findings indicated significantly
higher ORP index values in the experimental groups
(including infertile men or those with abnormal
semen analysis results) compared to control groups.
Each study established ORP cut-off values using ROC
curve analysis to identify infertile men and cases of
abnormal semen quality or specific semen parameters
(e.g., reduced sperm motility, decreased total motile
sperm count, or increased DNA fragmentation), likely
resulting from the presence of OS in semen (Table 1).

In one of the largest studies to date, involving
2,092 men from nine countries, the MiOXSYS® system
demonstrated high sensitivity (98.1%) and positive pre-
dictive value (PPV, 94.7%) for diagnosing male infer-
tility based on abnormal semen parameters, assuming
an ORP cut-off value of 1.34 mV/10° sperm/mL. These
results confirm the effectiveness of the test in iden-
tifying cases of impaired semen quality; however,
its specificity (40.6%) and negative predictive value
(NPV, 66.6%) were considerably lower, limiting its
ability to reliably exclude men with normozoospermia
(Agarwal et al., 2019a).

Similar studies with smaller sample sizes yielded
higher specificity (74-88%) compared to sensitivity
(60-70%), using cut-off values ranging from 1.42
to 1.57 mV/10° sperm/mL. In all cases, except one,
the PPV was very high (85-95%), highlighting its
strong reliability when confirming abnormalities
associated with OS in semen. However, the NPV was
highly variable (24-85%), limiting the certainty of
ruling out OS in cases with negative results (Agarwal
et al., 2016; Agarwal and Wang, 2017; Agarwal et al.,
2017a, ¢) This confirms that the MiOXSYS® system
is more useful as a confirmatory tool for confirming
abnormalities in the diagnosis of OS-related male
infertility rather than as a standalone screening
test.

Based on all the above studies, it can be concluded
that ORP index results, indicating the presence of OS
in semen, are highly likely to reflect actual pathology.
As such, the MiOXSYS® system appears to be a valu-
able diagnostic tool in cases of suspected male factor
infertility.

A meta-analysis of seven studies on the diag-
nostic value of ORP in male infertility conducted
by Tan et al. (2024) found it to demonstrate high
effectiveness in detecting OS-related infertility,
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Tabela 1. Przeglad badan nad zastosowaniem systemu MiOXSYS jako narzedzia do oceny

stresu oksydacyjnego w diagnostyce zaburzen meskiej ptodnosci

Lp. Pigmiennictwo Badana populacja Glowne wyniki
1 Agarwal Grupa badana Wyniki indeksu ORP w nasieniu (mV/10° plemnikéw/mL) w grupie badanej byty
i wsp. - mezczyzniz nieplodnych par gdzie przyczyna wyzsze w poréwnaniu z grupa kontrolna ($rednia +SEM: 17,39 +13,33 vs. 1,04 +0,26)
(2016) zaburze plodnosci byt czynnik meski (n = 33) Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 1,48 mV/10° plemnikéw/mL w nasieniu pozwala
Grupa kontrolna na réznicowanie mezczyzn z dobra (>40%) i niska ruchliwoscia plemnikéw (<40%):
- zdrowi ochotnicy z normozoospermia (n = 26) - czutos¢: 60%
Uczestnikéw badania podzielono ~ specyficznosc: 75%
. . -AUC: 0,648
takze na grupy z prawidtowa (>40%) . y i
o 2 hliwoscia catkowi - dodatnia wartos¢ predykeyjna: 45%
i nieprawidtowa ruchliwoscia catkowita e tosc predvicyina: 84 6%
plemnikow (<40%) ujemna wartos¢ predykeyjna: 84,6%
o .~ Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 2,09 mV w plazmie nasienia pozwala
Normalizacja sSORP wzgledem koncentracji o o e Sl o
— na réznicowanie mezczyzn z dobra (>40%) i niska ruchliwoscia plemnikow (<40%):
plemnikow o
- czutos¢ 46,7%
- specyficznosc 81,8%
-AUC: 0,615
- dodatnia wartos¢ predykeyjna: 46,7%
- ujemna wartos¢ predykcyjna: 81,8
2 Agarwal Grupa badana Wyniki wskaznika ORP (mV/10° plemnikow/mL) w grupie mezczyzn nieplodnych
i Wang - mezczyzni nieptodni (n = 194) z co najmniej jednym nieprawidlowym parametrem nasienia byly wyzsze
(2017) - oligozoospemia (n = 92) w poréwnaniu z wynikami mezczyzn z normozoospermia (mediana: 3,76 vs. 0,74)
~ astenozoospermia (n=102) Wartoé¢ odciecia wskaznika ORP 1,57 mV/10° plemnikéw/mL pozwala na réznicowanie
- teratozoospermia (n = 95) . e : . -
B et 1 0 1 (- MeZcZyznzconajmniej jednym nieprawidlowym parametrem nasienia:
i% ;)a]mme) nieprawidtowy parametr (n = _ 7 47 70 40
- specyficznosc: 88,1 %
Grupa kontrolna -AUC: 0,809
- zdrowi mezczyzni z normozoospermia o nie- - dodatnia wartos¢ predykeyjna: 95,5%
udokumentowanej (n = 34) iudokumentowanej - ujemna wartos¢ predykeyjna: 45,1%
plodnosei (n =15) Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 2,59 mV/10° plemnikéw/mL pozwala
Normalizacja sSORP wzgledem koncentracji ~ na réznicowanie mezczyzn z oligozoospermia (<15 mln/mL) w nasieniu:
plemnikoéw - czulos¢: 88%
= specyficznoscé: 91,2%
-AUC: 0,754
- dodatnia wartos¢ predykeyjna: 90,0%
~ ujemna warto$¢ predykcyjna: 89,7%
3 Agarwal Grupa badana Wyniki wskaznika ORP (mV/10° plemnikéw/mL) byty wyzsze w orupie badane;j
g P Y p Yy wy. grup

i wsp. - mezczyzni nieptodni (n = 106) w poréwnaniu z grupa kontrola ($rednia +SD: 6,22 £1,10 vs. 1,59 +0,29)

(2017 E;Népa kgntrglna L. .  Wartoé¢ odciecia wskaznika ORP 1,36 (mV/10° plemnikéw/mL) pozwala na réznicowanie
ZATOW1MEZCzy2ZN1 2 NOTMOZOOSPETINIA O N1e- mezczyzn z prawidlowym i nieprawidlowym wynikiem badania nasienia:
udokumentowanej (n = 36) i udokumentowanej .

i czulos¢: 69,6%
plodnosd (n = 15) - specyficznoéé: 83,1%
Normalizacja SORP wzgledem koncentracji -AUC: 0,770
plemnikow - dodatnia wartos¢ predykeyjna: 85,3%
- ujernna warto$¢ predykeyjna: 65,9%
4 Agarwal Grupabadana Wyniki wskaznika ORP (mV/10° plemnikow/mL) byty wyzsze w grupie badane]

i wsp. - mezczyzni nieplodni (n = 594) w poréwnaniu z grupa kontrola (mediana: 2,27 vs. 0,85)

(20172) ?rlipg k.o Crlltrola (a=101) Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 1,42 mV/10° plemnikéw/mL pozwala

Dp o mt aweyn= na réznicowanie mezczyzn nieplodnych i mezczyzn z grupy kontrolnej

wacentra . - czulosc: 60,6%
- Cleveland Clinic, Chicago, USA 4 Fernods

. . specyficznosé: 74,3%
- Hamad Medical Corporation, Doha, Katar AUC 0703
Normalizacja SORP wzgledem koncentracji - dodatnia wartos¢ predykeyjna: 93,3%
plemnikéw - ujemna warto$¢ predykeyjna: 24,3%
5 Arafaiwsp. Grupabadana Wyniki wskaznika ORP (mV/10° plemnikow) w grupie mezczyzn nieptodnych byty
(2018) - mezczyzni nieplodni — potwierdzony meski  wyzsze w pordwnaniu z wynikami mezczyzn ptodnych ($rednia +SD: 5,0 0,56 vs.

czynnik nieptodnosci pary (n = 365)
Grupa kontrola
- mezczyzni plodni (n = 50)

Normalizacja SORP wzgledem koncentracji
plemnikow

1,26 +0,15)

Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 1,38 mV/10° plemnikéw/mL pozwala na réznicowanie
mezczyzn z co najmniej jednym nieprawidlowym parametrem nasienia:

- czutosc 63,3%

- specyficznosc: 87,8 %

-AUC: 0,780

~ dodatnia warto$¢ predykcyjna: 97,6%

- ujemna warto$c¢ predykcyjna: 23,2%

Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 1,41 mV/10° plemnikéw/mL pozwala
na roznicowanie mezczyzn nieptodnych i ptodnych:

- czutose: 57,3%

- specyficznosc: 78,0%

-AUC: 0,754

- dodatnia wartos¢ predykeyjna: 95,0%

- ujermnna warto$¢ predykeyjna: 20,0%
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ZNACZENIE KLINICZNE POTENCJALU OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO (ORP) W LUDZKI NASIENIU
WERYFIKOWANEGO ZA POMOCA ELEKTROCHEMICZNEGO SYSTEMU MIOXSYS®

Lp. Pi$miennictwo Badana populacja Glowne wyniki

6 Agarwal Grupa badana Wyniki wskaznika ORP (mV/10° plemnikow/mL) byty wyzsze w grupie badanej
iwsp. - mezczyzni nieplodni — potwierdzony meski  w poréwnaniu z grupa kontrola plodnych mezczyzn ($rednia +SD: 11,1 +31,6 vs. 1,5 £1,3)
(2018) Gczynilk nle{){odnosa pary (n = 293) Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 2,63 (mV/10° plemnikéw) pozwala

rupa kontroma . na réznicowanie mezczyzn nieptodnych od mezczyzn z grupy kontrolnej:
- zdrowimezczyzniz normozoospermig o udo- " 1o 40,4%
kumentowanej plodnosci (n = 15) - specyficznosé: 93.3%
Normalizacja sSORP wzgledem koncentracji - AUC: 0,596
plemnikow - dodatnia wartos¢ predykeyjna: 99,2%
— ujemna wartos¢ predykcyina: 74%

7 Agarwal Grupa badana Wyniki wskaznika ORP (mV/10° plemnikow/mL) byly znamiennie wyzsze w grupie
iwsp. - mezczyzni z kliniki leczenia nieptodnosci (n - mezczyzn z nieprawidlowym wynikiem nasienia w poréwnaniu z grupa mezczyzn
(2019a) =2092) z normozoospermia ($rednia +SD: 5,08 +14,24 vs. 0,88 +1,64)

~ znieprawidiowym wynikiem badania nasienia. 1y, g odciecia wskaznika ORP 1,34 mV/10° plemnikéw/mL pozwala
(n - 1893) ) na roznicowanie mezczyzn z nieprawidlowym wynikiem badania nasienia
-z pormozoospermia (=199 . (nieptodnych) od mezczyzn z grupy kontrolnej:
Badanie wieloosrodkowe (9 centréw) ~ cautosé 98.1%
Normalizacja sSORP wzgledem koncentracji - specyficznosc: 40,6%
plemnikow. - AUC: 0,765
- dodatnia wartos¢ predykeyjna: 94,7%
- ujemna warto$¢ predykcyjna: 66,8%
8 Elbardisi Grupa badana Podzial pacjentéw wzgledem wynikéw SDF (wartos¢ graniczna 30%):
i wsp. - mezczyzni z kliniki leczenia nieptodnosci (n - ~ wyniki wskaznika ORP (mV/ 10° plemnikéw/mL) byty wyzsze umezczyzn z wysokim
(2020) =4068): wynikami SDF w poréwnaniu zmezczyznami z niskim wynikami SDF ($rednia: 4,1 vs. 2,5)
B Wynﬂq tylko ORP (n = 3968) Podziat pacjentéw wzgledem wynikéw wskaznika ORP (wartos¢ graniczna 1,34):
- wyniki tylko SDF (n = 1147) ~ wyniki SDF byt ¢ ; limi kami wskasnika ORP .
- wyniki ORP 1 SDF (n = 1068) yn byly wyzsze umezczyzn z wysokimi wynikami wskaznika ORP w porow
wym naniu z mezczyznami z wynikami wskaznika ponizej wartoéci granicznej (Srednia:
Normalizacja wynikéw sORP wzgledem: 30,9% vs. 25,1%)
B ll:oncentracq} plemmk‘?w ) Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 1,77 mV/10° plemnikéw/mL pozwala
~ koncentracji plemnikéw ruchliwych — o o i kiem SDE:
na réznicowanie mezczyzn z wysokim wynikiem SDF:
motORP - czulo$¢: 63,5%
- specyficznosc: 56,3%
-AUC: 0,623
- dodatnia wartosc predykeyjna: 37.3%
- ujemnna wartos¢ predykeyjna: 79,1%
Wartos¢ odciecia wskaznika ORP 1,77 mV/10° plemnikéw/mL pozwala
na réznicowanie mezczyzn z NOrMozoospermia:
- czutose: 57,33%
- specyficznosc: 78,6%
-AUC. 0,771
- dodatnia wartos¢ predykcyjna: 16,8%
- ujemna wartos¢ predykeyjna: 96,1%
Wartos¢ odciecia wskaznika motORP 4,96 mV/10° plemnikow ruchliwych/mL
pozwala na réznicowanie mezczyzn z wysokim wynikiem SDF:
- czutos¢: 61,9%
- specyficznosc: 71,5%
-AUC: 0,719
~ dodatnia wartos¢ predykcyjna: 471%
- ujemna wartos¢ predykcyjna: 82,1%
Wartos¢ odciecia wskaznika motORP 4,96 mV/10° plemnikow ruchliwych/ml
pozwala na réznicowanie mezczyzn z normozoospermia:
- czutosc¢: 82,7%
- specyficznosc: 68,5%
-AUC: 0,826
- dodatnia wartos¢ predykeyjna: 16,5%
- ujermnna warto$¢ predykcyjna: 98,1%

9  Majzoub Grupa badana: Wyniki wskaznika ORP sa znamiennie wyzsze w grupie mezczyzn nieptodnych

i wsp. - nieptodni mezczyzni (n = 1168) w poréwnaniu z mezczyznami plodnymi (mediana: 1,8 vs. 0,9)
(2020) Grupg kOljltl’.Oh’lai . Wartoé¢ odciecia wskaznika ORP 2,34 (mV/10° plemnikow/mL) pozwala
- mezczyzni plodni (n = 100) na réznicowanie mezczyzn z TMSC >20 mln ruchliwych plemnikéw:
Normalizacja wynikow sORP wzgledem - czulosc: 82,9%
koncentracji plemnikow. - specyficznosc: 82,8%
—-AUC: 0,900
- dodatnia wartos¢ predykeyjna: 91,5%
- ujernna warto$¢ predykeyjna: 68,5%

10 Garcia- Grupa badana: Nie wykazano znamiennej korelacji miedzy testami oceniajacymi fragmentacje DNA
Segura - mezczyzni znieplodnosciaidiopatyczna (n=42) (TUNEL, COMET) a wskaznikami ORP, ORP, pH-ORP
1(21/8;%) Fragmentacja DNA plemnikéw oceniana Wykazano znamienna ujemna korelacje miedzy odsetkiem plemnikow CMA3-

metoda TUNEL i COMET
Kondensacja chromatyny oceniana
metoda z chromomycyna A3 (CMA3),
wykorzystywana do oceny zaburzen
protaminacji.

pozytywnych (nieprawidlowa protaminacja chromatyny) a analizowanymi

wskaznikami: ORP (-0,394), ORP-V (-0,545) i ORP-P (-0,337)
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Lp. Pismiennictwo

Badana populacja

Glowne wyniki

Normalizacja wynikow sORP wzgledem:

- koncentracji plemnikéw — ORP

~lepkoscia nasienia — ORP-V (mV/centypuaz)
- pH nasienia — ORP-P (mV/U pH)

11 Gilliwsp..  Grupybadana: Wartos¢ wskaznika ORP byta istotnie wyzsza w obu grupach nieptodnych mezczyzn
(2021) ~mezczyzni nieptodni (n = 166) (zibez zylakéw powrdzkéw nasiennych; odpowiednio mediana: 3,99 mV/10°
2 zylakami powr6zkéw nasiennych (n=71)  plemnikéw/mL i 7,23 mV/10° plemnikéw/mL) w poréwnaniu do mezczyzn
bez zylakéw powrézkéw nasiennych znormozoospermia (mediana: 1,29 mV/ 10%/ml) i mezczyzn o udowodnionej
(n=95) plodnosci (mediana: 0,81 mV/10%/mL)
Grupy kor/mtolne: . ) Czestos¢ wystepowania wynikow wskaznika ORP powyzej dolnej wartosci referencyjnej
- mezczyzni plodni o udokumentowanej plod- - 7 37 mV/10%/mL w ob b mes entodnvch ita >80% 2 kolei .
- , w obu grupach mezczyzn nieptodnych wynosita >80% z kolei w grupie
nosa (n -69) . . . mezczyzn znormozoospermia —47% a w grupie mezczyzn ptodnych — 19%
- zdrowi ochotnicy z normozoospermia o nie-
znanym statusie ptodnosci (n = 105) Tloraz szans (OR) na wystapienie wskaznika ORP »1,37 mV/ 106plemnikéw/mL
Normalizacja wynikéw sORP wagledem w grupie rrﬁlezc;ign nieptodnych z zylakami byZ} gﬁﬁ(mtme wyzszy w poréwnaniu
Koncentrach plemnikémw. z.grupa ochotnikéw z normozoospermia oraz 20 4-krotnie wyzszy w porownaniu
np z grupa mezczyzn plodnych
Tloraz szans (OR) na wystapienie wskaznika ORP >1,37 mV/10°plemnikéw/mL
w grupie mezczyzn nieptodnych bez zylakéw byt 6,9-krotnie wyzszy w poréwnaniu
z grupa ochotnikéw z normozoospermia oraz 26,0-krotnie wyzszy w poréwnaniu
z grupa mezczyzn plodnych
12 Gilliwsp.  Grupybadane: Wartos¢ wskaznika ORP byta istotnie wyzsza w obu grupach mezczyzn
(2022) - mezczyzni nieptodni (n = 124) nieptodnych (z i bez leukocytospermii, odpowiednio mediana 2,05 mV/10°
z leukocytospermia (n = 47) plemnikéw/mL i 4,90 mV/10° plemnikéw/mL) w poréwnaniu z grupa mezczyzn
bez leukocytospermii (n = 77) plodnych (mediana 0,62 mV/10°plemnikéw/mL)
Grupa kontrolna: Na podstawie krzgwej ROC zostata wyznaczona wartos¢ odciecia dla wskaznika
- ochotnicy o udokumentowanej ptodnoscibez  ORP (1,40 mV/10” plemnikéw/mL) réznicujaca mezczyzn nieptodnych od mezczyzn
leukocytospermii (n = 80); grupa kontrolna  plodnych:
Normalizacja wynikéw sORP wzgledem - czu}o%c. 77% .
koncentracji plemnikoéw. ~ specyficznosc: 86%
-AUC. 0,857
Czestos¢ wystepowania wynikéw wskaznika ORP >1,40 mV/ 10° plemnikéw/mL
byta wyzsza w grupie mezczyzn nieptodnych (z i bez leukocytospermii, odpowiednio
67% 184%) w poréwnaniu z grupa mezczyzn ptodnych (16%).
Tloraz szans (OR) na wystapienie wskaznika ORP 1,40 mV/10° plemnikéw/mL
w grupie mezczyzn nieplodnych z i bez leukocytospermii byt wyzszy (odpowiednio
10-krotnie i 28-krotnie) w poréwnaniu z grupa mezczyzn plodnych.
13 Henkel Grupa badana: Wyniki wskaznika ORP statystycznie znamiennie korelowaty ujemnie ze:
iwsp. - pary zakwalifikowane do procedury ICSI, - wskaznikiem zaptodnienia (r = -0,267)
(2022) zwykorzystaniem wlasnych gamet; oceniano  — wskaznikiem rozwoju blastocysty (r = -0,432)

tylko 1 cykl (n = 144)

Normalizacja wynikéw sORP wzgledem
koncentracji plemnikow.

—wskaznikiem implantacji/ciazy klinicznej (r= -0,305)
- urodzeniem zywego dziecka (r = -0,366)

Wyniki wskaznika ORP znamiennie korelowaty dodatnio z fragmentacja DNA
(metoda TUNEL; r = 0,665) oraz wiekiem mezczyzny (r = 0,268)

Na podstawie krzywej ROC zostaly wyznaczone wartosci odciecia SORP:
< 0,709 dla uzyskania > 80% zaptodnionych komérek

- AUC: 0,652

- czulose: 75%

- specyficznos¢: 57%

- dodatnia wartos¢ predykcyjna: 65%

- ujemna warto$¢ predykcyjna: 69%

< 0,53 dlauzyskania >60% zarodkow osiagajacych stadium blastocysty
-AUC: 0,794

- czulosc: 66%

- specyficznosc: 83%

- dodatnia warto$¢ predykcyjna: 90%

- ujemna wartos¢ predykeyjna: 50%

<0465 dla wskaznika sukcesu implantacji/ciazy klinicznej
- AUC: 0,680

- czulosc: 63%

- specyficznosc: 71%

- dodatnia wartos¢ predykcyjna: 60%

- ujemna wartos¢ predykeyjna: 74%

< 0,393 dla urodzenia zywego dziecka

-AUC:0,728

- czulo$e: 62%

- specyficznosc¢: 77%

- dodatnia wartos¢ predykeyjna: 52%

- ujemna wartos¢ predykeyjna: 83%

Wieloczynnikowa regresja logistyczna wykazata, ze wartos¢ wskaznika ORP <0,51 mV/10°
plemnikéw/mL to wartos¢ optymalna, przy ktérej uzyskano najwyzsza skutecznos¢
predykcyjna w przewidywaniu korzystnych wynikéw procedury ICSI (zaptodnienie,
rozwdj blastocysty, implantacja oraz urodzenie zywego dziecka)
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ZNACZENIE KLINICZNE POTENCJALU OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO (ORP) W LUDZKI NASIENIU
WERYFIKOWANEGO ZA POMOCA ELEKTROCHEMICZNEGO SYSTEMU MIOXSYS®

Lp. Pi$miennictwo Badana populacja Glowne wyniki

14 Kavoussi Grupa badana: Srednia wartos¢ wskaznika ORP zmniejszyta sie z 4,73 mV/10° plemnikow/mL przed
i wsp. ~mezczyzni z zylakami powrdzka nasiennego operacja do 2,03 mV/10° plemnikéw/mL po operacji
(2022) (n =49

Po operacji uzyskano takze poprawe dla parametréw podstawowego badania

~wyniki wskaznika ORP i podstawowego nasienia (ruchliwos¢ postepowa, catkowita, liczba plemnikéw) oraz indeksu

badania nasienia uzyskane przed i 3 m-ce

- R fragmentacji DNA
po operacji usuniecia zylakéw
Normalizacja wynikéw sORP wzgledem
koncentracji plemnikow.
15  Panner Meta analiza — ocena diagnostycznej wartosci  Wykazano dodatnia umiarkowana skumulowana korelacje miedzy wskaznikiem

Selvam wskaznika ORP w kontekscie fragmentacji ORP a fragmentacja DNA plemnikéw (r = 0,24)
i wsp. DNA plemnika (ocena korelacji miedzy obu Analiza w podgrupach:
(2022) parametrami) -1 =0,23 - skumulowany wspélczynnik korelacji, przy ocenie fragmentacji metoda SCD

— 7 publikacji:w 5 fragmentacja DNA plemnika ~r=0,29 — skumulowany wspétczynnik korelacji, przy ocenie fragmentacji DNA innymi
oceniana metoda dyspersji chromatyny (SCD),  metodami
w 1 metoda SCSA oraz w jednym réwnolegle
metoa TUNEL i metoda kometkowa (alka-
liczna)

~faczna liczba przypadkéw — 3491

Wykazano umiarkowany poziom heterogennosci miedzy badaniami

16 Gilliwsp Grupa badana: Wyniki wskaznika ORP byly znamiennie statystycznie wyzsze w grupie mezczyzn
(2024) - mezczyzni z nieprawidlowymi wynikami o nieprawidlowych wynikach nasienia z asthenozoospermia w poréwnaniu z grupa
badania nasienia (n=179) o nieprawidlowych wynikach nasienia bez asthenozoospermii i grupa kontrolna (mediana
z astenozoospemia (n = 71) odpowiednio: 4,16; 1,231 0,99 mV/ 10° plemnikow/mL)
bez astenozoospermii (n = 108) Czestos¢ wystepowania nieprawidlowego wskaznika ORP (>1,37 mV/ 10° plemnikéw/mL)
Grupa kontrolna: byta najwyzsza w grupie mezczyzn z asthenozoospermia w poréwnaniu z grupa mezczyzn
—mezczyzni z normozoospermia (n = 98) bez astenozoospermii i grupa kontrolna (odpowiednio 75%, 47%, 35%)

o udokumentowanej plodnosci (n = 43)

potencialnie plodni (n - 55) Czestos¢ wystepowania nieprawidtowego wyniku fragmentacji DNA plemnika (>20%)

byla najwyzsza w grupie mezczyzn z astenozoospermia w poréwnaniu z grupa mezczyzn
Normalizacja wynikéw sORP wzgledem bez astenozoospermii i grupa kontrolna (odpowiednio 62%, 37%, 13%).

koncentracji plemniksw. Ryzyko wystapienia podwyzszonego wskaznika ORP (>1,37 mV/10° plemnikéw/ml)

byto 6-krotnie wyzsze w grupie z astenozoosperma w poréwnaniu do grupy kontrolnej
i ponad 3-krotnie wyzsze w poréwnaniu z grupa bez astenozoospermii.

Ryzyko wystapienia fragmentacji DNA >20% byto 10-krotnie wyzsze w grupie
z astenozoosperma w poréwnaniu do grupy kontrolnej i ponad 3-krotnie wyzsze
w poréwnaniu z grupa bez astenozoospermii.

17 Niuiwsp.  Grupabadana: Zakres sORP (mV) w medium hodowlanym:
(2023) - pary zakwalifikowane do procedury klasycz- Grupal (n = 34) — 191,5-228 4 mV
nego IVF (n = 136) Grupall (n = 34) — 228,7-235,3 mV

. . . Grupa IIl (n = 34) — 2354-242,7 mV
Badanie dotyczyto pomiaru ORP w medium P ~
po inkubacji (4h) gamet podczas procedury GrupalV (n=34) - 242.8-295,3 mV
IVF ($wiezy transfer embrionu, n = 105) Liczba procedur (pierwszych swiezych transferéw) w grupach:
Grupal (n=23)
Grupall (n=25)
Grupa Il (n = 28)
GrupalV (n=29)

Optymalny zakres sSORP (mV) dla wynikow IVF miesci sie w przedziale od 228,7
do 235,3 mV (Grupa II): - wskazniki zywych urodzen — 32% w grupie Il w poréwnaniu
2 3,6% w grupie IIl (znamienne statystycznie) oraz 8,7% w grupie [113,8% w grupie IV

Grupe podzielono na 4 podgrupy w zaleznosci
od uzyskanego wyniku sORP (podziat
na kwartale)

- uzyskanie klinicznej ciazy — 32% w grupie Il w poréwnaniu z 3,6% w grupie Il (zna-
mienne statystycznie) oraz 8,7% w grupie 1113,8% w grupie IV

— uzyskanie biochemicznej ciazy — 36,0% w grupie [l w poréwnaniu do 3,6% w Grupie I11
(znamienne statystycznie) oraz 13% w grupie 11 17.2% w grupie IV

—wskaznik implantacji — 31,3% w grupie Il w poréwnaniu do 2,7% w Grupie III (zna-
mienne statystycznie) oraz 6,7% w grupie 11 11,8% w grupie IV

Zbyt wysokie 1 zbyt niskie wartosci ORP byly powiazane z gorszymi wynikami
procedury IVFE.

18 Taniwsp.  Metaanaliza — ocena diagnostycznej wartosci Pomiar wskaznika ORP ma wysoka czutos¢ i umiarkowana specyficznosc jako
(2024) wskaznika ORP w kontekscie meskiej narzedzie diagnostyczne w ocenie meskiej nieptodnosci:

zaburzert meskiej ptodnosci - skumulowana czulos¢, wspolnie dla wszystkich whaczonych badan: 81%

— 7 publikacji - skumulowana swoistos¢, wspélnie dla wszystkich wiaczonych badan: 66%
- faczna liczba przypadkéw — 6578 -AUC:0,8097

- pozytywny wspotczynnik wiarygodnosci (PLR) wynosit 2,57

- negatywny wspotczynnik wiarygodnosci (NLR) wynosit 0,28

Wykazano wysoki poziom heterogennosci miedzy do analizy badan .

AUC - powierzchnia pod krzywa; CMA3 - chromomycyna A3; COMET — metoda kometkowa ; OR — iloraz szans; ORP — potencjat oksydacyjno-redukcyjny; SCD — test dys-
persji chromatyny; SD — odchylenie standardowe, SEM - btad standardowy $redniej, SDF — fragmentacja DNA plemnikéw; sORP — nieznormalizowany (static) ORP, TMSC -
catkowita liczba ruchliwych plemnikéw; TUNEL - znakowanie koricéw nacie¢ nici DNA przy uzyciu terminalnej transferazy deoksynukleotydowej
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Table 1. Overview of Studies on the use of the MiOXSYS® System as a tool for assessing
oxidative stress in the diagnosis of male infertility disorders

No References Study population Main results

1 Agarwal Study Group ORP indices in semen (mV/10° sperm/mL) in the study group were higher compared

etal. ~men from infertile couples where the cause of - to the control group (mean +SEM, 17.39 +13.33 vs. 1.04 £0.26).
(2016) Cmfertlﬂéty was the male factor (n = 33) An ORP cut-off value of 1.48 mV/10° sperm/mL in semen allows differentiation
(;lntro roup . . between good motility (>40%) and low motility (<40%):
- healthy volunteers with normozoospermia _ Sensitivity: 60%
(0= 26) ensitivity: 60%
- Specificity: 75%
Participants were also divided into groups -AUC:0.648
based on total sperm motility: - Positive predictive value: 45%
- normal motility (> 40%) ~ Negative predictive value: 84.6%
~abnormal motility (< 40%) An ORP cut-off value of 2.09 mV in seminal plasma allows differentiation between
Normalization of sORP to sperm good motility (>40%) and low motility (<40%):
concentration - Sensitivity: 46.7%
- Specificity: 81.8%
-AUC: 0615
- Positive predictive value: 46.7%
- Negative predictive value: 81.8%

2 Agarwal Study Group Infertile men with atleast one abnormal semen parameter demonstrated higher ORP
i Wang - infertile men (n = 194) indices (mV/10° sperm) than those with normozoospermia (median: 3.76 vs. 0.74).
(2017) - oligozoospemia (n' - 92), An ORP cut-off value of 1.57 mV/10° sperm/mL allows identification of men with at

- asthenozoospermia (n = 102) )
. least one abnormal semen parameter:
- teratozoospermia (n = 95)  Sensitivity:
ensitivity: 70.4%
- atleast one abnormal semen result (n = 152) Specificity:
pecificity: 88.1%
Control Group _ .
. . AUC:0.809
- healthy men with normozoospermia and _ Positi - ,
- ositive predictive value: 95.5%
proven (n = 34) and unproven fertility (n=15) _ Negative predictive value: 45.1%
Normalization of SORP to sperm concentration An ORP cut-off value of 2.59 mV/10° sperm/mL allows identification of
oligozoospermia (<15 million/mL) in semen:
- Sensitivity: 88%
- Specificity: 91.2%
-AUC:0.754
- Positive predictive value: 90.0%
- Negative predictive value: 89.7%

3 Agarwal Study Group ORP indices (mV/10° sperm/mL) were higher in the study group compared to the

etal. - infertile men (n = 106) control group (mean +SD: 6.22 110 vs. 1.59 +0.29).
(20179 Control Group . . An ORP cut-off value of 1.36 mV/10° sperm/mL allows differentiation between
~healthy men with normozoospermia and land ab 1 lvsi lts
(n - 36) and unproven fertility (n - 15) "0r™aland abnormal semen analysis results:
proven - Sensitivity: 69.6%
Normalization of sORP to sperm - Specificity: 83.1%
concentration -AUC:0.770
- Positive predictive value: 85.3%
- Negative predictive value: 65.9%

4 Agarwal Study Group ORP indices (mV/10° sperm) were higher in the study group than the control group

etal. — infertile men (n = 594) (median: 2.27 vs. 0.85).
(20172) Contr.o] Group An ORP cut-off value of 1.42 mV/10° sperm/mL allows differentiation between

— fertile donors (n = 101) . . . i
T ) infertile men and men in the control group:

wocentres: . - Sensitivity: 60.6%
- Cleveland Clinic, Chicago, USA _ Specificity: 74.3%
—Hamad Medical Corporation, Doha, Katar v i

’ ’ -AUC:0.703

Normalization of sORP to sperm - Positive predictive value: 93.3% — Negative predictive value: 24.3%
concentration

5 Arafaetal.  Study Group ORP indices (mV/10° sperm) were higher among infertile men than fertile men
(2018 —infertile men — confirmed male factor infer- (mean +SD: 5.0 +0.56 vs. 1.26 +0.15).

tility (n = 365)
Control Group
— fertile men (n = 50)

Normalization of sORP to sperm
concentration

An ORP cut-off value of 1.38 mV/10° sperm/mL allows differentiation between men
with at least one abnormal semen parameter:

- Sensitivity: 63.3%

- Specificity: 87.8%

-AUC:0.780

- Positive predictive value: 97.6%

- Negative predictive value: 23.2%

An ORP cut-off value of 1.41 mV/10° sperm/mL allows differentiation between
infertile and fertile men:

- Sensitivity: 57.3%

- Specificity: 78.0%

-AUC: 0.754

- Positive predictive value: 95.0%

— Negative predictive value: 20.0%
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ZNACZENIE KLINICZNE POTENCJALU OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO (ORP) W LUDZKI NASIENIU
WERYFIKOWANEGO ZA POMOCA ELEKTROCHEMICZNEGO SYSTEMU MIOXSYS®

No References Study population Main results
6  Agarwal Study Group ORP indices (mV/10° sperm/mL) were higher in the study group compared to the
etal ~infertile men — confirmed male factor infer- control group of fertile men (mean +SD: 11.1 +31.6 vs. 1.5 £1.3)
(2018) C dlity ](rCl;: 293) An ORP cut-off value of 2.63 mV/10° sperm allows differentiation between infertile
c})]ntro roup ) men and men in the control group:
~healthy men with normozoospermia and _ Sensitivity:
ensitivity: 40.4%
proven (n = 15) - Specificity: 93.3%
Normalization of sORP to sperm - AUC:0.596
concentration - Positive predictive value: 99.2%
- Negative predictive value: 74%
7 Agarwal Study Group ORP indices (mV/10° sperm/mL) were significantly higher among men with
etal. —men from the infertility clinic (n = 2092) abnormal semen analysis results than those with normozoospermia (mean +SD:
(2019a) - with abnormal semen analysis (n = 1893) 5.08 +14.24 vs. 0.88 +1.64).
N Wlt.h normozoospermia (n = 199) An ORP cut-off value of 1.34 mV/10° sperm/mL allows differentiation between men
Multicenter study (9 centers) with abnormal semen analvsi Its G . . )
ysis results (infertile) and men in the control group:
Normalization of sSORP to sperm - Sensitivity: 98.1%
concentration. - Specificity: 40.6%
-AUC: 0.765
- Positive predictive value: 94.7%
- Negative predictive value: 66.8%
8 Elbardisi Study Group Division of patients based on SDF results (threshold value: 30%):
etal. - men from the infertility clinic (n = 4068):  ~ ORP indices (mV/10° sperm/mL) were higher in men with high SDF compared to men
(2020) ~ ORP results only (n = 3968) with low SDF (mean: 4.1 vs. 2.5).
- %DRE’Y:SSEIESDO; i}els(unlt:s %i%?o 69) Division of patients based on ORP indices (threshold value: 1.34):
- — SDF results were higher in men with high ORP indices compared to men with ORP
Normalization of sORP to: index values below the threshold (mean: 30.9% vs. 25.1%).
~ sperm concentration An ORP cut-off value of 1.77 mV/10° sperm/mL allows differentiation between men
- concentration of motile sperm — motORP ith hich SDF results:
with nig results:
- Sensitivity: 63.5%
- Specificity: 56.3%
-AUC: 0623
- Positive predictive value: 37.3%
- Negative predictive value: 79.1%
An ORP cut-off value of 1.77 mV/10° sperm/mL allows differentiation between men
with normozoospermia:
- Sensitivity: 57.33%
- Specificity: 78.6%
-AUC:0.771
- Positive predictive value: 16.8%
- Negative predictive value: 96.1%
AmotORP cut-off of 4.96 mV/10° motile sperm/mL allows differentiation between
men with high SDF results:
- Sensitivity: 61.9%
- Specificity: 71.5%
-AUC:0.719
- Positive predictive value: 47.1%
— Negative predictive value: 82.1%
AmotORP cut-off value of 4.96 mV/10° motile sperm/mL allows differentiation
between men with normozoospermia:
- Sensitivity: 82.7%
- Specificity: 68.5%
-AUC: 0.826
- Positive predictive value: 16.5%
- Negative predictive value: 98.1%
9  Majzoub Study Group ORP indices are significantly higher in infertile men compared to fertile men
etal. — infertile men (n = 1168) (Median: 1.8 vs. 0.9).
(2020) C(;ntr.?] Group: An ORP cut-off value of 2.34 mV/10° sperm/mL allows differentiation between men
~ fertile men (n = 100) with TMSC > 20 million motile sperm:
Normalization of sSORP to sperm - Sensitivity: 82.9%
concentration. - Specificity: 82.8%
-AUC:0.900
— Positive predictive value: 91.5%
~ Negative predictive value: 68.5%
10 Garcia- Study Group No significant correlation was found between DNA fragmentation tests (TUNEL,
Segura et al. —men with idiopathic infertility (n = 42) COMET) and the ORP indices: ORP, ORP-V, and ORP-P.
(2020)

Sperm DNA fragmentation assessed using the
TUNEL and COMET methods.

Chromatin condensation assessed using the
chromomycin A3 (CMA3) method, evaluating
abnormal protamination

A significant negative correlation was observed between the percentage of CMA3-
positive sperm (indicating abnormal chromatin protamination) and the analyzed

indices: ORP (-0.394), V-ORP (-0.545), and pH-ORP (-0.337)
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No References Study population Main results
Normalization of sORP to:
— sperm concentration
- semen viscosity — ORP-V (mV/centypuaz)
- semen pH — ORP-P (mV/U pH)
11 Gilletal. Study Group The ORP index value was significantly higher in both groups of infertile men (with
(2021) - infertile men (n = 166) and without varicocele; median: 3.99 mV/10° sperm/mL and 7.23 mV/10° sperm/mL,
with varicocele (n = 71) respectively) compared to men with normozoospermia (median: 1.29 mV/10°
without varicocele (n = 95) sperm/mlL) and men with proven fertility (median: 0.81 mV/10° sperm/mL).
?c;ntr.cl)] Group:' b fertility (o = 64) The frequency of ORP index values above the lower reference limit (>1.37 mV/10°
B heeratlltﬁ H:/Z?u‘;lv‘[letergi(/)i‘tlﬁr;oiﬁlolztgo; grmia and sperm/mL) was >80% in both groups of infertile men, compared to 47% in the
unknoywn fertility status (n - 10 5)p normozoospermic group and 19% in the fertile group.
L Odds ratio (OR):
Normahzapon of SORP to sperm ~ The odds of having an ORP index »1.37 mV/10° sperm/mL in the group of infertile
concentration. men with varicocele were 5.3 times higher compared to normozoospermic volunteers
and 20.4 times higher compared to fertile men.

- The odds of having an ORP index >1.37 mV/10° sperm/mL in the group of infertile
men without varicocele were 6.9 times higher compared to normozoospermic volun-
teers and 26.0 times higher compared to fertile men.

12 Gilletal. Study Group Both groups of infertile men, viz. those with leukocytospermia, (median: 2.05 mV/10°
(2022) —infertile men (n = 124) sperm/mL) and those without (4.90 mV/10° sperm/mL), demonstrated significantly

with leukocytospermi (n = 47)
without leukocytospermi (n = 77)

Control Group:

- volunteers with documented fertility and
without leukocytospermia (n = 80)

Normalization of sSORP to sperm
concentration.

higher ORP index than the fertile men (median: 0.62 mV/10° sperm/mL).

Based on the ROC curve, an ORP cut-off value of 1.40 mV/10° sperm/mL was found
to differentiate infertile men from fertile men:

- Sensitivity: 77%

- Specificity: 86%

-AUC: 0.857

The frequency of ORP index values >1.40 mV/10° sperm/mL was higher in the group of

infertile men (with and without leukocytospermia, 67% and 84%, respectively) compared
to the group of fertile men (16%).

In infertile men, the odds ratio (OR) of having an ORP index >1.40 mV/10° sperm/mL
was 10 times higher among those with leukocytospermia and 28 times higher among
those without, compared to a group of fertile men.

13 Henkel et al.

(2022)

Study Group
~ couples qualified for the ICSI procedure using
their own gametes; only one cycle was evalu-

ated (n = 144)

Normalization of sORP to sperm
concentration.

ORP indices were significantly negatively correlated with:
- fertilization rate (r = -0.267)

- blastocyst development rate (r = -0.432)

- implantation/clinical pregnancy rate (r = -0.305)

- live birth rate (r = -0.366)

ORP indices were significantly positively correlated with sperm DNA fragmentation
(TUNEL method; r = 0.665) and male age (r = 0.268).

Based on the ROC curve, the following sORP cut-off values were determined:

<0.709 for a fertilization rate > 80%
-AUC: 0652

- sensitivity: 75%

- specificity: 57%

- positive predictive value: 65%

- negative predictive value: 69%

<0.53 for a blastocyst development rate > 60%
-AUC:0.794

- sensitivity: 66%

- specificity: 83%

- positive predictive value: 90%

- negative predictive value: 50%

<0465 for implantation/clinical pregnancy success
-AUC: 0.680

- sensitivity: 63%

- specificity: 71%

- positive predictive value: 60%

- negative predictive value: 74%

<0.393 for live birth
-AUC:0.728

- sensitivity: 62%

- specificity: 77%

~ positive predictive value: 52%
- negative predictive value: 83%

Multivariate logistic regression found the optimal threshold to be an ORP index of
<0.51 mV/10° sperm/mL; this provided the highest predictive accuracy for favorable
outcomes in the ICSI procedure (fertilization, blastocyst development, implantation,

and live birth)
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ZNACZENIE KLINICZNE POTENCJALU OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO (ORP) W LUDZKI NASIENIU
WERYFIKOWANEGO ZA POMOCA ELEKTROCHEMICZNEGO SYSTEMU MIOXSYS®

No References Study population Main results
14 Kavoussi Study Group The mean ORP index value decreased from 4.73 mV/10° sperm/mL before surgery
etal. - men with varicocele (n = 49) to 2.03 mV/10° sperm/mL after surgery.
(2022) - ORP index and basic semen analysis results P o . . .
. ; ostoperative improvements were also observed in basic semen analysis parameters
obtained before and 3 months after varico- ) 5 a3 e
(progressive motility, total motility, sperm count) and DNA fragmentation index.
celectomy
Normalization of sORP to sperm
concentration..
15 Panner Meta-analysis — evaluation of the diagnostic A moderate positive cumulative correlation was demonstrated between the ORP
Selvam value of ORP index in the context of sperm DNA  index and sperm DNA fragmentation (r = 0.24).
etal. fragmentation (assessment of the correlation Subgroup analysis:
022) between both parameters) -1=0.23 - cumulative correlation coefficient for DNA fragmentation assessed using

-7 publications: in 5 studies, sperm DNA frag-  the SCD method
mentation was assessed using the sperm chro- —r=0.29 — cumulative correlation coefficient for DNA fragmentation assessed using
matin dispersion (SCD) method; in 1 study,  other methods
the SCSA method was used; and in 1 study,
both the TUNEL method and the comet assay
(alkaline version) were used simultaneously
~ Total number of cases — 3491

A moderate level of heterogeneity was observed between studies.

16 Gilletal. Study group ORP indices were statistically significantly higher among men with abnormal semen
(2024) ~Men with abnormal semen analysis (n = 179)  results and asthenozoospermia (median: 4.16 sperm/mL) compared to those with
with asthenozoospemia (n = 71) abnormal semen results without asthenozoospermia (1.23 mV/10° sperm/mlL) and

without asthenozoospermia (n = 108) the control group (0.99 mV/10° sperm/mL).
Control group The highest frequency of abnormal ORP index values (>1.37 mV/10® sperm/mL)

- men with normozoospermia (n =98)
with proven fertility (n = 43)
potentially fertile (n = 55)

was noted in men with asthenozoospermia (75%) compared to the group without
asthenozoospermia (47%) and the control group (35%).

The frequency of abnormal sperm DNA fragmentation results (>20%) was highest
in the group of men with asthenozoospermia (62%) compared to the group without
asthenozoospermia (37%) and the control group (13%).

The risk of an elevated ORP index (>1.37 mV/10° sperm/mL) was six times higher in the
asthenozoospermia group compared to the control group, and more than three times
higher compared to the group without asthenozoospermia.

Normalization of sORP to sperm
concentration.

The risk of sperm DNA fragmentation >20% was 10 times higher in the asthenozoospermia
group compared to the control group, and more than three times higher compared to the
group without asthenozoospermia..

17 Niuetal. Study Group Range of raw ORP (mV) in culture medium:
(2023) — couples qualified for the conventional IVE pro-  Group I (n=34) — 191.5-2284 mV
cedure (n = 136) Group I (n=34) — 228.7-235.3 mV

. . . Group 11T (n=34) — 2354-242.7 mV
The study involved measuring ORP in the P
medium after gamete incubation (4 hours) Group IV (n=34) — 242.8-295.3 mV
during the IVF procedure (fresh embryo Number of procedures (first fresh transfers) in groups:
transfer, n =105) Group(n=23)
Group II (n = 25)
Group I1I (n = 28)
Group IV (n = 29)

Optimal range of sORP (mV) for IVF outcomes lies between 228.7 and 235.3 mV

(Group ID):

~ live birth rates: 32% in Group II compared to 3.6% in Group III (statistically significant)
and 8.7% in Group I and 13.8% in Group IV

- clinical pregnancy rates: 32% in Group II compared to 3.6% in Group I1I (statistically
significant) and 8.7% in Group I and 13.8% in Group IV

- biochemical pregnancy rates: 36.0% in Group II compared to 3.6% in Group III (stati-
stically significant) and 13% in Group [ and 17.2% in Group IV

- implantation rates: 31.3% in Group II compared to 2.7% in Group III (statistically
significant) and 6.7% in Group [ and 11.8% in Group IV

Too high and too low ORP values were associated with poorer IVF outcomes.

The group was divided into 4 subgroups
based on the obtained sORP values (quartile
distribution)

18 Tanetal Meta-analysis — evaluation of the diagnostic Measurement of the ORP index demonstrates high sensitivity and moderate
(2024,) value of the ORP index in the context of male specificity as a diagnostic tool in the evaluation of male infertility:
infertility disorders - cumulative sensitivity across all included studies: 81%
- cumulative specificity across all included studies: 66%
-AUC: 0.8097
- positive likelihood ratio (PLR): 2.57
- negative likelihood ratio (NLR): 0.28

Ahigh level of heterogeneity was observed among the studies included in the
analysis.

-7 publications
- Total number of cases:n = 6578

Abbreviations: AUC - area under the curve; CMA3 — chromomycin A3; COMET - comet assay; OR - odds ratio; ORP - oxidation-reduction potential; SCD - sperm chromatin
dispersion test; SD - standard deviation; SEM - standard error of the mean; SDF — sperm DNA fragmentation; sORP — non-normalized (static) ORP TMSC - total motile sperm
count; TUNEL - terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling.
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na obecnos¢ OS w nasieniu z duzym prawdopodobien-
stwem odzwierciedlaja rzeczywista obecno$¢ patologii,
co czyni system MiOXSYS® uzytecznym narzedziem
diagnostycznym w przypadku podejrzenia meskiego
czynnika nieptodnosci.

»,Metaanaliza siedmiu badan dotyczacych wartosci
diagnostycznej ORP w nieptodnosci meskiej, przepro-
wadzona przez Tan i wsp. (2024), wykazata wysoka sku-
tecznosc tego parametru w wykrywaniu nieptodnosci
zwiazanej ze stresem oksydacyjnym, ze skumulowana
czuloscia na poziomie 81%. Jednak umiarkowana sku-
mulowana swoistos$¢ (66%) sugeruje, Ze test moze gene-
rowac wyniki fatszywie dodatnie, co ogranicza jego przy-
datnos¢ jako samodzielnego narzedzia diagnostycznego.
Mimo to test moze mie¢ warto$¢ jako marker uzupet-
niajacy w polaczeniu z tradycyjna analiza nasienia.
Ponadto wykazuje umiarkowang zdolnos¢ do potwier-
dzania nieprawidtowosci w nasieniu, co odzwierciedla
dodatni wspétczynnik wiarygodnosci (PLR, ang. positive
likelihood ratio) wynoszacy 2,57. Wysoki wynik wskaz-
nika ORP zwieksza prawdopodobienstwo diagnozy nie-
plodnosci zwigzanej ze stresem oksydacyjnym okoto
2,5-krotnie. Parametr ten wykazuje réwniez umiarko-
wana skutecznos¢ w wykluczaniu zaburzen ptodnosci
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, co potwierdza
yjemny wspéiczynnik wiarygodnosci (NLR, ang. nega-
tive likelihood ratio) wynoszacy 0,28. Autorzy metaanalizy
podkreslaja, ze wyniki wlaczonych badan wykazuja duza
heterogeniczno$¢, wynikajaca z réznic w protokotach
badawczych, populacjach pacjentéw oraz wartosciach
progowych. Niemniej jednak wskazuja oni, ze wskaznik
ORP stanowi cenne uzupelnienie tradycyjnej analizy
nasienia, wspierajac bardziej precyzyjne podejscie dia-
gnostyczne i terapeutyczne w nieptodnosci meskie;j.

Wedtug materiatéw zamieszonych na stronie producenta
(https://learning mioxsys.com/), wartosci odciecia indeksu
ORP w zakresie 1,34-1,42 mV/10° plemnikéw/mL prezen-
tuja wysoka zgodno$¢ w ocenie jakosci nasienia, pozwalajac
na rozréznianie prébek w zaleznosci od ich charaktery-
styki (prawidtowa vs. nieprawidtowa) oraz statusu plod-
nosci mezczyzny (ptodny vs. nieptodny) wskazujac na ich
przydatnos$¢ w diagnostyce zaburzen meskiej ptodnosci:
* 1,34 mV/10° plemnikéw/mL — warto$¢ odciecia sku-

tecznie réznicujaca mezczyzn z nieprawidtowym

wynikiem badania. Jej PPV wynosi az 94,7%,

co $wiadczy o wysokiej wiarygodnosci w identyfikacji
zaburzen w jakosci nasienia (Agarwal i wsp., 2019a).
* 1,36 mV/10° plemnikéw/mL — warto$¢ umozliwiajaca
rozréznienie mezczyzn z prawidtowym i nieprawi-
dtowym wynikiem badania nasienia. PPV wynosi
tutaj 85,3%, co wskazuje na skuteczno$¢ w wykry-
waniu r6znic w jakosci prébek (Agarwal i wsp., 2017c).
* 1,38 mV/10° plemnikéw/mL - ta wartos$¢ pozwala
doktadniej zréznicowaé mezczyzn z nieprawidtowym
wynikiem nasienia od tych z normozoospermia, osia-
gajac PPV na poziomie 98%, co czyni ja jedna z najbardzie;
precyzyjnych wartoéci w tym zakresie (Arafa i wsp., 2018).
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with a cumulative sensitivity of 81%. However, its
moderate cumulative specificity (66%) suggests that
the test may generate false-positive results, limiting
its standalone diagnostic utility. Nevertheless, the
test may have value as a supplementary marker
when combined with traditional semen analysis.
Additionally, it appears to have a moderate ability
to confirm problems in semen, indicated by a pos-
itive likelihood ratio (PLR) of 2.57. A high ORP
index result increases the likelihood of diagnosing
OS-related infertility by approximately 2.5 times. It
also demonstrates moderate effectiveness in ruling
out OS-related fertility disorders, with a negative
likelihood ratio (NLR) of 0.28. The authors of the
meta-analysis emphasize that the results exhibit
high heterogeneity, stemming from differences in
study protocols, patient populations, and cut-off
values. Nevertheless, they conclude that the ORP
index is a valuable complement to traditional semen
analysis, supporting a more precise therapeutic and
diagnostic approach to male infertility.

Various ORP index cut-off values for evaluating
semen quality, ranging from 1.34 to 1.42 mV/10°
sperm/mL. are provided on the manufacturer’s
website (https://learning.mioxsys.com/). They
appear to demonstrate high consistency in differ-
entiating samples based on their characteristics
(normal vs. abnormal) and the fertility status of
men (fertile vs. infertile). They may hence play a sig-
nificant role in diagnosing male infertility:

* 1.34mV/10° sperm/mL - this cut-off value effectively
differentiates men with abnormal semen results, with
a positive predictive value (PPV) of 94.7%, indicating
high reliability in identifying semen quality impair-
ments (Agarwal et al., 2019a).

* 1.36 mV/10° sperm/mL - this value distinguishes
men with normal and abnormal semen analysis
results, with a PPV of 85.3%, demonstrating its effec-
tiveness in detecting differences in sample quality
(Agarwal et al., 2017c).

e 1.38 mV/10° sperm/mL - this cut-off allows for more
precise differentiation between men with abnormal
semen and those with normozoospermia, achieving
a PPV of 98%, making it one of the most accurate
values in this range (Arafa et al., 2018).

* 1.41 mV/10° sperm/mL - this threshold differenti-
ates semen samples from fertile men and those from
men with fertility disorders, with a PPV of 95%, con-
firming its effectiveness in assessing fertility poten-
tial (Arafa et al., 2018).

* 1.42 mV/10° sperm/mL - the highest threshold in this
range identifies infertile men (male factor infertility)
compared to healthy donors, with a PPV of 93.3%,
underscoring its value in differential fertility diag-
nosis (Agarwal et al., 2017a).

The small differences in the cut-off values pre-
sented above may result from variations in research
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* 1,41 mV/10° plemnikéw/mL — warto$¢ progowa, ktéra
umozliwia odréznienie prébek nasienia uzyskanych
od mezczyzn ptodnych od prébek nasienia uzyska-
nych od mezczyzn z zaburzeniami ptodnosci. PPV
na poziomie 95% potwierdza jej skutecznosé w ocenie
potencjatu ptodnosci (Arafa i wsp., 2018).

* 1,42 mV/10° plemnikéw/mL — najwyzsza warto$¢
progowa w tym zakresie pozwala na odréznienie
mezczyzn z nieptodnoscia (czynnik meski zaburzen
ptodnosci pary) od zdrowych dawcéw. PPV wynosi
tutaj 93,3%, co podkresla jej przydatnosé w rézni-
cowej diagnostyce ptodnosci (Agarwal i wsp., 2017a).
Niewielkie réznice w przedstawionych powyzej

wartos$ciach progowych moga wynika¢ z odmiennych

protokotéw badawczych, kryteriéw wiaczenia i wyla-
czenia uczestnikéw oraz punktéw koncowych stoso-
wanych w badaniach. Takze w innych badaniach usta-
lono podobne wartosci, réznicujace mezczyzn ptodnych
od nieptodnych lub z prawidtowymi i nieprawidtowymi
wynikami nasienia: 1,40 mV/10° plemnikéw/mL (czutoé¢

77,4%, swoistoé¢ 85,0%) (Gill i wsp., 2022), 1,48 mV/10°

plemnikéw/mL (czutos¢ 60,0%, swoistos¢ 75,0%)

(Agarwal i wsp., 2016), 1,40 mV/10° plemnikéw/mL

(czutosc 76,4%, swoistosc 75,9%) (Homa i wsp., 2019).
Warto zauwazy¢, ze podane powyzej wartosci odciecia

miesza sie w zakresie fizjologicznych wartosci indeksu

ORP, ustalonych doswiadczalnie w badaniach in vitro

z zastosowaniem induktora OS — kumenu hydroperok-

syduiRS —kwasu askorbinowego (Panner Selvam i wsp.,

2020). We wspomnianym badaniu indeks ORP wyno-

szacy od -9,76 do 1,48 mV/10° plemnikéw/mL, okazat

sie niezbedny dla utrzymania prawidtowych parame-
tréw nasienia (t.j. ruchliwosé¢ czy zywotnosc). Prébki
nasienia, w ktérych wartos¢ ORP wynosita <-9,76 mV/10°
plemnikéw/mL lub >1,48 mV/10° plemnikéw/mL, byty
klasyfikowane jako patologiczne w wyniku wywotania
in vitro OS lub RS za pomoca w/w induktoréw. Cho¢
oba rodzaje stresu maja podobny wptyw na parametry
nasienia to wymagaja odmiennych podejs¢ terapeutycz-
nych, co podkresla znaczenie ich precyzyjnej diagnozy.
Dodatkowo w badaniu tym wykazano, ze zaréwno OS,
jak i RS negatywnie wptywaja na mitochondria, zmniej-
szajac ekspresje biatek uczestniczacych w fosforylacji
oksydacyjnej (synteza ATP) odbywajacej sie na poziomie
tanicucha oddechowego (OXPHOS, ang. oxidative pho-
sphorylation at the level of respiratory chain). Stwierdzono
spadek ekspres;ji biatek takich jak: UQCRC2 (podjed-
nostka 2 kompleksu cytochromu b-c1*, ang. cytochrome
b-c1 complex subunit 2), MTCO1 (podjednostka I oksydazy
cytochromu ¢?, ang. mitochondrially encoded cytochrome
¢ oxidase I) i ATPA (podjednostka a syntazy ATP?, ang.
ATP synthase subunit a). Obnizona aktywnos¢ tych biatek

1 Kompleksb-c1stanowikompleksIIItaricuchaoddechowego (przyp.red.)
2 Oksydaza cytochromowa — oksydaza cytochromu c stanowi kompleks IV
tanicucha oddechowego (przyp. red.)
3 Syntaza ATP katalizuje fosforylacje ADP do ATP i stanowi kompleks V
tanicucha oddechowego (przyp. red.)

protocols, inclusion and exclusion criteria, and study
endpoints. Similar cut-off values were established in
other studies differentiating fertile and infertile men
or samples with normal and abnormal semen results:
1.40 mV/10° sperm/mL (sensitivity 77.4%, specificity
85.0%) (Gill et al., 2022), 1.48 mV/10° sperm/mL (sen-
sitivity 60.0%, specificity 75.0%) (Agarwal et al., 2016),
1.40 mV/10° sperm/mL (sensitivity 76.4%, specificity
75.9%) (Homa et al., 2019).

It is worth noting that the above cut-off values fall
within the range of physiological ORP index values
determined in vitro using cumene hydroperoxide as
an OS inducer and ascorbic acid as an RS inducer
(Panner Selvam et al., 2020). The findings indicated
that an ORP index between -9.76 and 1.48 mV/10°
sperm/mL was necessary to maintain normal semen
parameters (e.g., motility and viability): the semen
samples with ORP values <-9.76 mV/10° sperm/mL
or 21.48 mV/10° sperm/mL were classified as patho-
logical. Although both types of stress have similar
effects on semen parameters, they require distinct
therapeutic approaches, emphasizing the importance
of precise diagnosis. Additionally, the findings demon-
strated that both OS and RS negatively impact mito-
chondria, reducing the expression of proteins involved
in oxidative phosphorylation (ATP synthesis) at the
level of the respiratory chain (OXPHOS). A decrease in
the expression of various proteins, such as UQCRC2
(cytochrome b-c1 complex subunit 2), MTCO1 (mito-
chondrially encoded cytochrome c oxidase subunit I),
and ATPA (ATP synthase subunit a) was observed.
Their inhibition led to a decline in mitochondrial
membrane potential (MMP) and ATP synthesis, which
are essential for sperm motility and the fertilization
process.

Studies on the relationship between the ORP
index and sperm DNA fragmentation (SDF) indicate
an association between these parameters. Majzoub
et al. (2018) report significantly higher ORP and SDF
levels in infertile men compared to fertile men, and
a significant positive correlation was found between
the two parameters among infertile men (r = 0.222).
Additionally, both parameters were negatively cor-
related with the percentage of sperm with normal
morphology, and positively with sperm head defects.
Similar findings were reported by Gill et al. (2022)
and Arafa et al. (2020), who confirmed a positive cor-
relation between SDF and the ORP index (r = 0.385
and r = 0.218, respectively). Notably, these studies
also observed correlations with non-normalized
ORP, which is less frequently analyzed (r = 0.266
and r = 0.181, respectively). Furthermore, Elbardisi
et al. (2020) and Arafa et al. (2020) demonstrated
that the strength of the correlation between the ORP
index and SDF increased when ORP was normalized
to the number of motile sperm (motORP: mV/10°
motile sperm/mL), suggesting that this parameter
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prowadzita do spadku potencjatu wewnetrznej btony
mitochondrialnej (MMP, ang. mitochondrial membrane
potential) i syntezy ATP, kluczowych dla ruchliwosci
plemnikdéw i procesu zaptodnienia.

Badania dotyczace zwigzku miedzy wskaznikiem ORP
a fragmentacjag DNA plemnikéw (SDF, ang. sperm DNA
fragmentation) wskazuja na istnienie zaleznosci miedzy
tymi parametrami. Majzoub i wsp. (2018) wykazali
istotnie wyzszy wskaznik ORP i SDF u mezczyzn nieptod-
nych w poréwnaniu do ptodnych. W grupie nieptodnych
mezczyzn zaobserwowano istotna dodatnia korelacje
miedzy obu parametrami (r = 0,222). Dodatkowo, oba
badane parametry, wykazywaty odwrotna korelacje
z odsetkiem plemnikéw o prawidtowej morfologii oraz
dodatnia korelacje z defektami gtéwki plemnika. Podobne
wyniki uzyskano w badaniach Gill i wsp. (2022) oraz
Arafaiwsp. (2020), gdzie potwierdzono dodatnia korelacje
miedzy SDF i wskaznikiem ORP (odpowiednio, r = 0,385
ir=0.218), a takze, co warto podkresli¢, z nieznorma-
lizowanym ORP, ktéry jest rzadko poddawany analizie
(odpowiednio, r = 0,266 i r = 0,181). Co wiecej, Elbardisi
i wsp. (2020) oraz Arafa i wsp. (2020) zaobserwowali,
ze sita korelacji miedzy wskaznikiem ORP a SDF wzrasta,
gdy wskaznik ORP jest normalizowany wzgledem liczby
ruchliwych plemnikéw (motORP: mV/10° ruchliwych
plemnikéw/mL), co sugeruje, ze parametr ten lepiej
odzwierciedla OS w kontekscie czynnosci plemnikéw
(r=0,218 vsr = 0,387). We wszystkich powyzszych bada-
niach SDF bylo oceniane metoda dyspersji chromatyny
plemnika (ang. sperm chromatin dispersion assay).

W badaniach Henkel i wsp. (2022) wskaznik ORP silnie
korelowat z SDF ocenianym metodg TUNEL (znakowanie
konicéw nacie¢ nici DNA przy uzyciu terminalnej transfe-
razy deoksynukleotydowe, ang. terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end lab eling) w grupie mez-
czyzn z nieptodnych par zakwalifikowanych do leczenia
metodami wspomaganego rozrodu (r = 0,665). Dodatnia
korelacje miedzy wskaznikiem ORP a SDF obserwowano
réwniez w grupach mezczyzn z niewyjasniona nieptod-
noscia (Rasmussen i wsp., 2024) (r = 0,51), z zylakami
powrézkéw nasiennych (Tanaka i wsp., 2022) (r = 0,320)
czy tez w niewyselekcjonowanych grupach mezczyzn
(Gill i wsp., 2021; Gill i wsp., 2024) (odpowiednio, r = 0,364
ir=0,289). Istotny zwigzek miedzy wskaznikiem ORP
oraz poziomem RFT (metoda chemiluminescencyjna),
a SDF (metoda SCSA [ang. Sperm Chromatin Structure
Assay]), wykazano w badaniach Homa i wsp. (2019).
W grupie z OS, ocenionym zaréwno metoda chemilumi-
nescencji, jak i za pomoca systemu MiOXSYS®, fragmen-
tacja DNA byta znaczaco wyzsza w poréwnaniu do grup
z réwnowaga oksydacyjno-redukcyjng. Korelacja miedzy
poziomem RET a SDF byta umiarkowana, lecz istotna
statystycznie (r = 0,243), podczas gdy zwigzek miedzy
ORP a SDF nie osiagnat poziomu istotnosci w tej popu-
lacji, prawdopodobnie ze wzgledu mata liczbe przypadkow
(n =47, = 0,240). Autorzy wskazuja, ze oba parametry
dostarczaja cennych, uzupetniajacych sie informacji
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better reflects OS in the context of sperm function
(r=0.218 vsr = 0.387). In all the above studies, SDF
was assessed using the sperm chromatin dispersion
(SCD) assay.

Henkel et al. (2022) found the ORP index
to strongly correlate with SDF assessed using the
TUNEL method (terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase-mediated dUTP nick end labeling) in a group
of men from infertile couples undergoing assisted
reproductive treatment (r = 0.665). Elsewhere,
a positive correlation between ORP and SDF was
noted in a group of men with unexplained infer-
tility (Rasmussen et al., 2024) (r = 0.51), varicocele
(Tanaka et al., 2022) (r = 0.320) as well as unselected
group of infertile men (Gill et al., 2021; Gill et al.,
2024) (r = 0.364 and r = 0.289, respectively). A sig-
nificant association between ORP, reactive oxygen
species (ROS) levels (measured using chemilumi-
nescence), and SDF (assessed by sperm chromatin
structure assay, SCSA) was demonstrated by Homa
et al. (2019). An analysis based on chemilumines-
cence and the MiOXSYS® system identified signifi-
cantly higher DNA fragmentation in a group with
OS compared to a group with balanced oxidative-
reductive potential. The correlation between ROS
levels and SDF was moderate but statistically sig-
nificant (r = 0.243), while the association between
ORP and SDF was not significant, likely due to the
small sample size (n = 47, r = 0.240). The authors
noted that both parameters provide valuable com-
plementary diagnostic information and could be
used together for a more accurate evaluation of OS
and its impact on sperm DNA integrity. An addi-
tional insight into the relationship between ORP,
SDF (TUNEL method and COMET assay), and chro-
matin condensation was provided by Garcia-Segura
et al. (2020). This study found no significant cor-
relation between ORP and sperm DNA fragmenta-
tion. However, a significant negative correlation was
observed between ORP and the percentage of sperm
with abnormal chromatin condensation; the chro-
matin was assessed using chromomycin A3 (CMA3),
which evaluates protamination abnormalities. The
authors emphasize the complexity of interactions
between OS and sperm DNA integrity, and highlight
the need for a comprehensive diagnostic approach
incorporating ORP, SDF, and chromatin condensa-
tion.

While most studies have noted relationships
between ORP and SDF, the strength of the correla-
tion varies, which may be influenced by the analysis
methods and study population. Higher ORP values,
a marker of OS in semen, are generally associated
with higher SDF levels, confirming the critical role
of ROS in sperm DNA damage (Majzoub et al., 2018;
Gill et al., 2022; Arafa et al., 2020; Henkel et al., 2022;
Rasmussen et al., 2024).
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diagnostycznych i moga by¢ stosowane razem w celu
doktadniejszej oceny OS oraz jego wplywu na integral-
noé¢ DNA plemnikéw. Z kolei badanie Garcia-Segura
i wsp. (2020) dostarcza istotnych informacji na temat
zwiazku miedzy wskaznikiem ORP, SDF (metoda TUNEL
i COMET [test kometowy, ang. comet assay]) oraz kon-
densacja chromatyny weryfikowana testem z chromo-
mycyna A3 (CMA3, ang. chromomycin A3), ktéry wyko-
rzystywany jest do oceny zaburzen w jej protaminacji.
W badaniu tym wykazano brak istotnej korelacji miedzy
ORP a poziomem fragmentacji DNA plemnikéw, jed-
noczesénie zaobserwowano istotna negatywna korelacje
miedzy ORP a odsetkiem plemnikéw z nieprawidtows
kondensacja chromatyny. Autorzy podkreslaja ztozonos¢
interakcji miedzy OS a integralno$cig DNA plemnikdw,
wskazujac na potrzebe bardziej ztozonej diagnostyki
uwzgledniajacej ORP, SDF i kondensacje chromatyny.

Pomimo spéjnych obserwacji dotyczacych zwigzku
miedzy ORP a SDF w wiekszos$ci badan, istnieja réznice
w sile korelacji w zaleznosci od zastosowanych metod
analizy i badanej populacji. Wyzsze wartosci wskaz-
nika ORP, bedace markerem OS w nasieniu, sg ogdlnie
zwigzane z wyzszymi poziomami SDF, co potwierdza
kluczowa role RFT w uszkodzeniach DNA plemnikéw
(Majzoub i wsp., 2018; Gill i wsp., 2022; Arafa i wsp., 2020;
Henkel i wsp., 2022; Rasmussen i wsp., 2024).

W jedynejjak do tej pory metaanalizie badajacej zwiagzek
miedzy indeksem ORP a fragmentacjag DNA plemnikéw,
potwierdzona zostata korelacja miedzy wysokimi warto-
$ciami indeksu ORP a zwiekszonym poziomem SDF (Panner
Selvam i wsp., 2022). Na podstawie wynikéw siedmiu publi-
kacji wykazano, ze wyzsze wartosci indeksu ORP odzwier-
ciedlaja wieksze obcigzenie OS, ktéry negatywnie wptywa
na jako$¢ nasienia, prowadzac do uszkodzert DNA plem-
nikéw (skumulowany r = 0,24). Warto podkresli¢, ze wiek-
szo$¢ uwzglednionych badan charakteryzowata sie dobra
jakoscia wedtug zmodyfikowanej skali Newcastle-Ottawa,
umiarkowanym stopniem heterogenicznoci oraz brakiem
stronniczosci publikacyjnej. Autorzy metaanlizy wska-
zuja takze na potencjat zastosowania sytemu MiOXSYS®
w monitorowaniu skutecznosci terapii antyoksydacyjne;j
oraz kwalifikacji pacjentéw do procedur wspomaganego
rozrodu, podkreslajac jednoczesnie koniecznos¢ standa-
ryzacji wartosci odciecia w celu szerszego wykorzystania
tego wskaznika w praktyce kliniczne;j.

System MiOXSYS® moze by¢ wykorzystywany takze
do analizy ORP np. w mediach stosowanych w proce-
durach wspomaganego rozrodu, gdzie mimo znanego
sktadu chemicznego brak jest danych o ich stanie redoks.
W badaniu Panner Selvam i wsp. (2018) dokonano pomiaru
10 réznych mediéw, wykorzystywanych zaréwno do ptu-
kania plemnikéw, ich zamrazania jak i do hodowli
oocytéw i zarodkéw. Badanie to podkresla potrzebe moni-
torowania i dostosowywania warto$ci sSORP w mediach
wykorzystywanych przy procedurach ART, aby poprawi¢
jakos¢ plemnikéw i zarodkéw oraz zwiekszy¢ skutecz-
no$¢ procedur zaptodnienia pozaustrojowego (IVF, ang.

In the only meta-analysis to date investigating the
relationship between the ORP index and sperm DNA
fragmentation, Panner Selvam et al. (2022) confirmed
a correlation between high ORP values and increased
SDF. Based on data from seven studies, higher ORP
values were shown to reflect greater OS burden, nega-
tively affecting semen quality and leading to sperm
DNA damage (cumulative r = 0.24). It is noteworthy
that most studies included in the meta-analysis were
of good quality according to the modified Newcastle-
Ottawa scale. They also showed moderate heteroge-
neity and lacked publication bias. The authors high-
light the potential of the MiOXSYS® system for
monitoring the effectiveness of antioxidant therapy
and for selecting patients for assisted reproductive
procedures. They also emphasize the need to stand-
ardize cut-off values to broaden the clinical applica-
tions of ORP.

The MiOXSYS® system can also be used to analyze
ORP in media used during assisted reproductive
technology (ART) procedures; such materials may
have a known chemical composition but their redox
state may be unclear. A study by Panner Selvam et al.
(2018) performed ORP measurements on 10 different
media used for sperm washing, freezing, and oocyte
and embryo culture. The findings highlight the need
to monitor and optimize sORP values in media used
during ART to improve sperm and embryo quality and
increase the success rates of in vitro fertilization (IVE).
The authors propose that the MiOXSYS® system could
serve as an effective tool for precise ORP assessment
during ART procedures.

Niu et al. (2023) report an optimal sORP range of
228.7-235.3 mV in media after four hours of gamete
incubation during IVF procedures; the analysis
included implantation rate, biochemical pregnancy,
clinical pregnancy, and live birth rate as outcomes.
Both lower and higher ORP values were associated
with poorer outcomes in the [VF procedure.

Unfortunately, the number of studies investi-
gating the utility of the MiOXSYS® system and the
ORP index in predicting ART outcomes remains
limited. One of the first studies, involving 50 couples
with idiopathic infertility, found that a semen ORP
index of <1.57 mV/10° sperm/mL was associated
with a higher fertilization rate, while an ORP of
<0.75 mV/10° sperm/mL correlated with a greater
likelihood of clinical pregnancy during ART proce-
dures (Sallam et al., 2021). Another study, conducted
on a cohort of 144 couples undergoing intracyto-
plasmic sperm injection (ICSI), found the ORP index
in semen to be significantly associated with key ART
outcomes such as fertilization, blastocyst develop-
ment, implantation, clinical pregnancy, and live birth
(Henkel et al., 2022). An ORP value below 0.51 mV/10°
sperm/mL was linked to improved treatment out-
comes with ICSI. This study accounted for a broad
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in vitro fertilization). Jak podkreslaja autorzy, system
MiOXSYS® moze zatem stanowi¢ skuteczne narzedzie
do precyzyjnej oceny sORP przy procedurach ART. Niu
iwsp. (2023) przedstawili optymalny zakres sORP, wyno-
szacy 228,7-235,3 mV w medium po czterech godzinach
inkubacji gamet podczas procedur IVF. Analiza uwzgled-
niata wskaznik implantacji, ciaze biochemiczng, cigze kli-
nicznga oraz wskaznik urodzen zywych. Zaréwno nizsze,
jak i wyzsze wartosci sORP byly zwigzane z gorszymi
wynikami procedury IVE.

Niestety, liczba badan analizujacych przydatnosc
systemu MiOXSYS® i wskaznika ORP w prognozowaniu
wynikéow ART jest ograniczona. W jednym z pierw-
szych badan, obejmujacym 50 par z nieptodnoscia
idiopatyczna, wykazano, ze wskaznik ORP w nasieniu
partnera <1,57 mV/10° plemnikéw/mL byt zwigzany
z wyzszym wskaznikiem zaptodnienia, natomiast ORP
<0,75 mV/10° plemnikéw/mL korelowat z wiekszym praw-
dopodobienistwem cigzy klinicznej w procedurach ART
(Sallam i wsp., 2021). Kolejne badanie, przeprowadzone
na grupie 144 par poddanych procedurze docytoplazma-
tycznej iniekcji plemnika do komérki jajowej (ICSI, ang.
intracytoplasmic sperm injection), wykazato, ze wskaznik
ORP w nasieniu partnera byt istotnie zwigzany z kluczo-
wymi wynikami ART, takimi jak zaptodnienie, rozwdj
blastocysty, implantacja, cigza kliniczna i poréd zywego
dziecka (Henkel i wsp., 2022). Warto$¢ ORP ponizej 0,51
mV/10° plemnikéw/mL, wyznaczona w badaniu, byta
powiazana z lepszymi wynikami leczenia z wykorzysta-
niem metody ICSI. W badaniu tym zastosowano krokowsa
regresje logistyczna, uwzgledniajac szerokie spektrum
zmiennych zakiécajacych, takich jak wiek partnerki, przy-
czyny nieptodnosci oraz parametry nasienia. Podejscie
to zwiekszyto wiarygodnos¢ wynikéw i podkreslito nie-
zalezna warto$¢ predykcyjna wskaznika ORP (Henkel
iwsp., 2022). Przeciwstawne wyniki uzyskali Tomita i wsp.
(2023). W badaniu obejmujacym 430 par poddanych pro-
cedurom ART (ICSI i IVF) nie stwierdzono istotnych
zalezno$ci miedzy wskaznikiem ORP a wynikami embrio-
logicznymi i klinicznymi, takimi jak wskaznik zaptod-
nienia, rozwdj zarodkéw, cigza kliniczna, poréd zywego
dziecka czy poronienie. Zastosowano wartosci odciecia
(1,3811,41 mV/10° plemnikéw/mL) oparte na wcze$niej-
szych badaniach. Tomita i wsp. (2023) zastosowali réwniez
analize regres;ji logistycznej, jednak uwzglednili tylko
wiek kobiety i mezczyzny jako czynniki zaktécajace,
pomineli natomiast inne zmienne, takie jak parametry
nasienia. Co zaskakujace, wyzsze wartosci wskaznika
ORP byty zwiazane z wiekszym odsetkiem zarodkéw
odpowiedniej jakosci, nadajacych sie do przeniesienia
(transferu) do macicy w ramach wykonywanej procedury.
Jednak autorzy tego badania podkreslili, ze brak mecha-
nizmu biologicznego wyjasniajacego te zalezno$c oraz
brak spéjnych korelacji z innymi wynikami ART ogra-
nicza znaczenie tej obserwacji. Tak wiec, w przeciwien-
stwie do wynikéw Henkel i wsp. (2022), dane tego badania
sugeruja, ze cho¢ ORP moze mie¢ zwigzek z niektérymi
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spectrum of confounding variables, such as partner’s
age, causes of infertility and semen parameters, using
stepwise logistic regression. The findings empha-
size the independent predictive value of the ORP
index (Henkel et al., 2022). Contrasting findings were
reported by Tomita et al. (2023). In a study of 430
couples undergoing ART (ICSI and IVF), no signifi-
cant associations were found between the ORP index
and embryological or clinical outcomes, including
fertilization rate, embryo development, clinical preg-
nancy, live birth, or miscarriage. Cut-off values (1.38
and 1.41 mV/10° sperm/mL) from previous studies
were used. Although Tomita et al. (2023) also applied
logistic regression, the analysis included only the
age of the woman and the man as confounding
factors, while omitting other variables such as semen
parameters. Interestingly, higher ORP index values
were associated with a higher proportion of good-
quality embryos suitable for transfer. However, the
authors emphasized the lack of a biological mecha-
nism explaining this relationship and the absence
of consistent correlations with other ART outcomes,
limiting the significance of this observation. Thus,
in contrast to Henkel et al. (2022), their results
suggest that while ORP may be related to certain
embryological parameters, it does not demonstrate
independent predictive value for ART outcomes such
as clinical pregnancy or live birth. Further studies
are therefore necessary to verify these observations,
which should include various ART procedures (intra-
uterine insemination — IUI, ICSI, IVF) and explore
potential biological mechanisms. It is also crucial
to expand the range of included confounding vari-
ables to better assess the potential role of ORP in
personalizing infertility treatment.
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parametrami embriologicznymi, to nie wykazuje nieza-
leznej wartosci predykcyjnej w odniesieniu do wynikéw
ART, takich jak ciaza kliniczna, czy poréd zywego dziecka.
W zwiazku z powyzszym konieczne sa dalsze badania
weryfikujace te obserwacje, ktére powinny uwzgledniaé
rézne procedury ART (inseminacja domaciczna — IUI,
ang. intrauterine insemination, ICSI, IVF) oraz analize
potencjalnych mechanizméw biologicznych. Kluczowe
bedzie takze rozszerzenie zakresu uwzglednionych
zmiennych zakidcajacych, aby doktadniej ocenic poten-
cjalna role ORP w personalizacji leczenia nieptodnosci.

Kontrowersje zwigzane z pomiarem stresu oksydacyjnego

z wykorzystaniem systemu MiOXSYS®

Controversies Related to Oxidative Stress Measurement Using the MiOXSYS® System

Nie ulega watpliwosci, ze system MiOXSYS®, jest szybkim
iprostym w uzyciu narzedziem diagnostycznym o duzym
potencjale klinicznym. Jego innowacyjnosc oraz przydat-
nos$¢ zostaty potwierdzone wlicznych badaniach. Niemniej
jednak, system ten budzi pewne watpliwosci zwigzane
z aspektami metodologicznymi oraz interpretacja uzyski-
wanych wynikéw, co wskazuje na potrzebe dalszych badan
i dopracowania standardéw jego zastosowania (Joao i wsp.,
2022; Castleton i wsp., 2022; Aitken i Gharagozloo, 2024).
Po pierwsze, sugeruje sie, ze system mierzy bezpo-
$rednio ORP srodowiska w jakim zawieszone sa plemniki,
czyli plazmy nasienia, a nie samych plemnikéw (Joao
i wsp., 2022). Z klinicznego punktu widzenia istotna
bytoby ocena ORP takze samych plemnikéw, poniewaz
to plemniki (pozbawione plazmy nasienia) biorg udziat
w zaptodnieniu komérki jajowej . Dodatkowo sugeruje
sie, ze gamety meskie moga mie¢ ograniczony wptyw
na warto$¢ sORP w nasieniu, co rodzi pytanie dotyczace
zasadnodci stosowania normalizacji SORP wzgledem kon-
centracji plemnikéw. Z jednej strony badacze ci wykazali,
ze wartodci SORP w nasieniu i w samej plazmie nasienia
(po usunieciu z niej plemnikéw) byty do siebie zblizone.
Z drugiej strony, w 10 z 57 analizowanych prébek zaob-
serwowano jednak znaczny spadek wartosci sORP
(0od 30% do 96%) po usunieciu plemnikéw, co dotyczylto
gtéwnie prébek z wysoka koncentracjg. Moze to suge-
rowaé, ze wptyw plemnikéw na wartos¢ sORP jest bar-
dziej zauwazalny przy ich wyzszej koncentracji, podczas
gdy przy nizszej, moze on prawdopodobnie odzwiercie-
dla¢ gtéwnie ORP plazmy nasienia. Informacje o sta-
tusie redoks plazmy sa cenne dla analizy srodowiska,
w ktérym znalazty sie plemniki w czasie ejakulacji. Stad
tez konieczne sg dalsze badania, aby doktadniej okregli¢
zwiazek miedzy OS w plazmie nasienia i w plemnikach.
Interesujace wyniki uzyskano w badaniach in vitro,
w ktérych wywotywano OS w plemnikach ludzkich
przy uzyciu czynnikéw wyzwalajacych wewnatrzko-
moérkowa produkcje RET (Ballo i wsp., 2023). Wykazano
w nich jednoznacznie, ze wartos¢ sSORP (mV) wzrastata
w sposob zalezny od stezenia zastosowanego czynnika.

There is no doubt that the MiOXSYS® system is a fast
and user-friendly diagnostic tool with significant
clinical potential. Its innovation and utility have
been confirmed in numerous studies. However, the
system raises certain methodological and interpre-
tative concerns, underscoring the need for further
research and the refinement of application stand-
ards (Joao et al., 2022; Castleton et al., 2022; Aitken
and Gharagozloo, 2024).

Firstly, it has been suggested that the MiOXSYS®
system measures the ORP of the environment in which
sperm are suspended, i.e., seminal plasma, rather
than the sperm themselves (Joao et al., 2022). From
a clinical perspective, it would be desirable to evaluate
the ORP of the sperm themselves, devoid of seminal
plasma, as they are directly involved in oocyte ferti-
lization. Moreover, it has been suggested that sperm
may have a limited influence on the sORP value of
semen, raising questions about the validity of nor-
malizing sORP values to sperm concentration. While
similar sORP values have been recorded in semen and
seminal plasma, i.e., after sperm removal, 10 out of 57
analyzed samples demonstrated a significant decrease
in sORP (30% to 96%) after sperm removal, primarily
in samples with high sperm concentrations. This sug-
gests that while higher concentrations of sperm may
noticeably influence sORP, at lower sperm concentra-
tions, the ORP value may primarily reflect the redox
status of seminal plasma. Information on the redox
status of seminal plasma is valuable for understanding
the environment surrounding sperm at ejaculation.
Therefore, further studies are necessary to better
define the relationship between OS in seminal plasma
and sperm.

Interesting results were obtained by in vitro studies
where OS was induced in human sperm using ROS-
inducing agents. It was found that the sORP value
(mV) increased in a concentration-dependent manner
with the applied agent. Also, as the sORP value rose
in response to induced OS, both sperm viability
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Réwnoczesnie, wraz ze wzrostem sORP, w odpowiedzi
na wywotany OS, zaréwno zywotnos¢ jak i ruchliwog¢
plemnikéw ulegata pogorszeniu. Co wiecej, ten nega-
tywny efekt ulegat istotnemu wzmocnieniu, kiedy plem-
niki zostaty pozbawione plazmy nasienia, co potwierdza
jej aktywno$é antyoksydacyjna i tym samym ochronny
wptyw na plemniki (Ballo i wsp., 2023). Niestety, w bada-
niach in vivo, jak do tej pory w pojedynczych przypad-
kach, oprécz wartosci wskaznika, prezentowane sa takze
wyniki nieznormalizowanego ORP w analizach poréw-
nawczych badanych grup mezczyzn rézniacych sie sta-
tusem ptodnodci lub jakoscia nasienia. W jednym z takich
badan udato sie zaobserwowac réznice w wynikach nie
tylko wskaznika, ale takze nieznormalizowanego ORP
miedzy mezczyznami ptodnymii nieptodnymi (Gill i wsp.,
2022). Z kolei w innym badaniu, gdzie poréwnywano
mezczyzn z prawidtowymi i nieprawidtowymi parame-
trami nasienia, takie réznice nie byty zauwazalne. Jednak,
gdy dodatkowo dokonano podziatu mezczyzn z niepra-
widlowymi parametrami nasienia wedtug poszczegdl-
nych typ6w zaburzen, statystycznie znamienne rdznice
w wynikach sORP pojawity sie miedzy mezczyznami
Z normozoospermia a astenozoospermia (Joao i wsp.,
2022). Obserwacje te wskazuja, ze prosty podzial bada-
nych na mezczyzn z normozoospemia i nieprawidtowymi
parametrami nasienia moze by¢ niewystarczajacy, aby
zaobserwowac réznice w sORP, poniewaz grupa mezczyzn
z nieprawidtowymi wynikami badania nasienia nadal
moze by¢ heterogenna pod wzgledem wystepowania OS.
Ponadto, niekt6rzy badacze zwracaja uwage na pewne
ograniczenia systemu MiOXSYS® w kontekscie stoso-
wanej normalizacji SORP wzgledem koncentracji plem-
nikéw, co moze utrudniaé interpretacje wynikow, szcze-
gblnie w przypadku prébek o niskiej (<5-10 mln/mL) oraz
wysokiej (>50 mln/mL) koncentracji meskich gamet (Joao
iwsp., 2022; Ballo i wsp., 2023). Normalizacja sORP dla
prébek z koncentracja plemnikéw ponizej okreslonego
progu (5-10 mln/mL) prowadzi do uzyskania wskaz-
nika ORP powyzej wartosci referencyjnej wskazujacej
na OS. Podczas gdy w przypadku prébek o koncentracji
plemnikéw przekraczajacej 50 mln/mL, wskaznik ORP
zwykle pozostaje ponizej wartosci referencyjnej. Tak wiec,
jak sugeruja autorzy, przyjeta metoda normalizacji moze
prowadzi¢ do uproszczonej klasyfikacji prébek: probki
o niskiej koncentracji bedg uznawane za te, w ktérych
wystepuje OS, a prébki o wysokiej koncentracji jako
wolne od OS. Nie ulega watpliwosci, ze stres oksyda-
cyjny w nasieniu/plemnikach wiaze sie z pogorszeniem
poszczegélnych parametréw nasienia, w tym liczby plem-
nikéw (Aitken i Gibb, 2022; Sengupta i wsp., 2024; Agarwal
i wsp., 2014; Tvrda i wsp., 2011). Niemniej jednak, ist-
nieja opinie, ze stosowanie normalizacji SORP wzgledem
koncentracji plemnikéw, w niektérych przypadkach
moze maskowac rzeczywisty obraz stanu oksydacyjno—
redukcyjnego nasienia, co wymaga dalszej weryfikacji
i dopracowania metod interpretacji wynikéw (Joao i wsp.,
2022; Castleton i wsp., 2022; Aitken i Gharagozloo, 2024).
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and motility deteriorated. Moreover, this negative
effect was significantly amplified when sperm were
deprived of seminal plasma, underscoring the anti-
oxidant and protective role of seminal plasma (Ballo
et al., 2023). Unfortunately, few in vivo studies com-
paring groups of men differing in fertility status or
semen quality have presented non-normalized ORP
values alongside index values. However, in one such
study, differences were observed between fertile
and infertile men in both the index values and the
non-normalized ORP (Gill et al., 2022). In contrast,
in another study, no such differences were found
between men with normal and abnormal semen
parameters; however, when the abnormal semen
parameter group was further subdivided by spe-
cific types of abnormalities, significant differences
in sORP results were found between men with nor-
mozoospermia and those with asthenozoospermia
(Joao et al., 2022). These observations suggest that
a simple division of subjects based on the presence of
abnormalities also may be insufficient to detect dif-
ferences in sORP, as the group with abnormal semen
parameters may still be heterogeneous with respect
to the presence of OS.

Moreover, some researchers have highlighted limi-
tations related to the normalization of sORP values
to sperm concentration as this may complicate result
interpretation, particularly for samples with low
(«5-10 million/mL) or high (>50 million/mL) con-
centrations of male gametes (Joao et al., 2022; Ballo
et al., 2023). For samples with sperm concentrations
below a specific threshold (5-10 million/mL), sORP
normalization yields an ORP index exceeding the ref-
erence value indicative of OS; in contrast, for samples
with sperm concentrations exceeding 50 million/mL,
the ORP index usually remains below the reference
value. Therefore, as the authors suggest, the adopted
normalization method may lead to a simplified clas-
sification of samples: low-concentration samples
will be classified as exhibiting OS, while high-con-
centration samples will be classified as OS-free.
Undoubtedly, oxidative stress in semen/sperm is asso-
ciated with a deterioration of various semen param-
eters, including sperm count (Aitken and Gibb, 2022;
Sengupta et al., 2024; Agarwal et al., 2014; Tvrda et al.,
2011). Nevertheless, it has been proposed that nor-
malizing sORP relative to sperm concentration
may, in some cases, obscure the true redox state of
semen, necessitating further verification, and refine-
ment, of result interpretation methods (Joao et al.,
2022; Castleton et al., 2022; Aitken and Gharagozloo,
2024). Additionally, sORP normalization may present
challenges in studies evaluating the effects of treat-
ment (e.g., antioxidant therapy or varicocelectomy)
on semen quality and presence of OS. This is because
an increase in sperm count following intervention
automatically leads to a reduction in ORP index,
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Dodatkowo, w badaniach, w ktérych ocenia sie wptyw
zastosowanego leczenia na jakoé¢ nasienia i obecnosé
stresu oksydacyjnego (np. leczenie antyoksydantami
czy operacja zylakow powrdzka nasiennego), normali-
zacja sORP moze stanowi¢ wyzwanie przy interpretacji
wynikéw, gdyz sam wzrost liczby plemnikéw po inter-
wencji prowadzi automatycznie do zmniejszenia war-
tosci wskaznika ORP, niezaleznie od faktycznych zmian
w potencjale oksydacyjno-redukcyjnym (Kavoussi i wsp.,
2022; Arafa i wsp., 2020). W zwigzku z tym, niektérzy
badacze podnosza pytanie, czy ocena ,,surowych”/nie-
znormalizowanych wartosci ORP nie zapewnitaby
doktadniejszego odzwierciedlenia faktycznego stanu
oksydacyjno—-redukcyjnego nasienia.

Kolejnym aspektem wymagajacym uwagi w kontek-
$cie normalizacji wyniku ORP wzgledem koncentracji
plemnikéw jest analiza korelacji pomiedzy wskaznikiem
ORP a parametrami nasienia. Na przyklad negatywna
korelacja pomiedzy wskaznikiem ORP a koncentracjg
plemnikéw moze czesciowo wynikac z matematycznych
zaleznosci, a niekoniecznie odzwierciedla¢ bezposrednie
zwiazki biologiczne Podobnie, niezalezne korelacje
miedzy koncentracja plemnikéw a ich catkowita liczba,
ruchliwo$cig czy morfologia, jak réwniez fragmentacja
DNA, moga wptywa¢é na wyniki analiz korelacji pomiedzy
wskaznikiem ORP a innymi parametrami nasienia. Taka
sytuacja rodzi ryzyko nadinterpretacji wynikéw korelacji,
ktére moga w pewnym stopniu odzwierciedla¢ zastoso-
wang metode normalizacji, a nie rzeczywiste zwigzki
biologiczne pomiedzy stanem oksydacyjno-redukcyjnym
a jakoscia nasienia (Joao i wsp., 2022; Castleton i wsp.,
2022; Gill i wsp., 2022; Ballo i wsp., 2023). Wydaje sie,
ze alternatywa w tym przypadku mogtoby by¢ zasto-
sowanie bardziej zaawansowanych metod analizy sta-
tystycznej, takich jak regresja wieloczynnikowa, ktéra
umozliwia jednoczesne uwzglednienie wielu zmiennych.
Takie podejscie pozwala na eliminacje wptywu czynnikéw
zakldcajacych i tym samym umozliwia bardziej precy-
zyjna ocene rzeczywistych relacji miedzy indeksem ORP
ajakoscia nasienia czy wynikami procedur ART (Agarwal
i wsp., 2019a; Henkel i wsp., 2022; Taomita i wsp., 2023).

B Podsumowanie / Summary

Nie ulega watpliwosci, ze wprowadzenie systemu
MiOXSYS® byto waznym krokiem w kierunku stwo-
rzenia bardziej dostepnych, cho¢ wciaz nieidealnych,
narzedzi diagnostycznych do oceny stresu oksydacyjnego
w nasieniu. Pomimo swojej innowacyjnoéci i wykazy-
wanej w wielu badaniach uzytecznosci klinicznej, pewne
aspekty jego metodologii i interpretacji wynikéw wyma-
gaja dalszych badan i ewentualnego dopracowania w celu
zapewnienia wiekszej precyzji diagnostyczne;j.
Istotnym zagadnieniem wymagajacym dal-
szych badan jest zasadno$¢ normalizacji wynikéw
ORP wzgledem koncentracji plemnikow, zwtaszcza

regardless of actual changes in the redox potential
(Kavoussi et al., 2022; Arafa etal., 2020). Consequently,
some researchers question whether “raw/non-normal-
ized” ORP values might more accurately reflect the
true redox status of semen.

Another issue with normalizing sORP is its poten-
tial influence on correlation analyses with semen
parameters. For example, the observed negative cor-
relation between ORP index and sperm concentration
may partially result from mathematical dependencies
rather than direct biological relationships. Similarly,
independent correlations between sperm concentra-
tion and total count, motility, morphology, or DNA
fragmentation can influence the outcomes of corre-
lation analyses between ORP index and other semen
parameters. This approach may raise the risk of overin-
terpreting correlations that may only partially reflect
the applied normalization method rather than the
true biological relationships between redox status and
semen quality (Joao et al., 2022; Castleton et al., 2022;
Gill et al., 2022; Ballo et al., 2023). A better alternative
would involve the use of advanced statistical methods,
such as multivariate regression, which could account
for multiple confounding variables. This approach
can eliminate the effects of confounding factors and
provide a more precise evaluation of the actual rela-
tionships between ORP index, semen quality, and ART
outcomes (Agarwal et al., 2019a; Henkel et al., 2022;
Taomita et al., 2023).

There is no doubt that the introduction of the
MiOXSYS® system was a significant step toward
the development of more accessible, though still
imperfect, diagnostic tools for assessing oxidative
stress in semen. Despite its innovative nature and
clinically demonstrated value in numerous studies,
certain aspects of its methodology and result inter-
pretation require further investigation and refine-
ment to ensure greater diagnostic precision.

The validity of normalizing sSORP values to sperm
concentration merits further investigation, particu-
larly in the context of ongoing discussions about the
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w kontekscie dyskusji dotyczacej wptywu tej metody
na interpretacje wynikéw. Dodatkowo, potrzebne
sa badania weryfikujace jednoczesnie wyniki nieznor-
malizowanego i znormalizowanego ORP w bardziej jed-
norodnych grupach pacjentéw z okreslonym podtozem
nieptodnosci meskiej, aby zrozumieé, w jakich przy-
padkach normalizacja wzgledem koncentracji plem-
nikéw rzeczywiscie zwieksza doktadnosé diagnostyczna
testu. Takie analizy mogltyby réwniez wskazaé sytuacje
kliniczne, w ktérych nieznormalizowane wyniki ORP
bytyby bardziej przydatne lub wystarczajace do oceny
stresu oksydacyjnego w nasieniu. Ponadto, istotne
jest ustalenie w jakim stopniu warto$ci nieznorma-
lizowanego ORP odzwierciedlajg wtasciwosci plazmy
nasienia, a w jakim stan redoks plemnikéw. Dalsze
badania w tych obszarach pozwola na bardziej precy-
zyjne dostosowanie systemu MiOXSYS® do réznych
scenariuszy klinicznych.
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