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Streszczenie

  Badania epidemiologiczne dotyczące niepłodności męskiej donoszą o nasileniu występowania tzw. 
niepłodności idiopatycznej, w której nie można w sposób jednoznaczny wskazać przyczyny bra-
ku prokreacji. Ostatnio dużą uwagę poświęca się reakcjom oksydo-redukcyjnym, które mogą mieć 
znaczący udział w etiopatogenezie niepłodności. Każda żywa komórka jest zdolna do wytwarzania 
reaktywnych form tlenu, takich jak: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, tlen single-
towy czy nadtlenek wodoru. Cecha ta dotyczy również męskich komórek rozrodczych. Pewne ilo-
ści reaktywnych metabolitów tlenowych, powstające w warunkach fi zjologicznych w łańcuchu od-
dechowym, są niezbędne do zachowania prawidłowej funkcji plemników. W wyniku nadmiernego 
wytwarzania RFT lub wyczerpania możliwości kompensacyjnych układu antyoksydacyjnego w na-
sieniu, dochodzi do stresu oksydacyjnego. Długotrwała ekspozycja plemników na RFT jest przy-
czyną zmian peroksydacyjnych w lipidach błon komórkowych plemników, ma niekorzystny wpływ 
na strukturę receptorów błonowych, białek enzymatycznych i transportowych oraz zwiększa po-
ziom fragmentacji plemnikowego DNA. Praca jest próbą podsumowania wiedzy dotyczącej ukła-
du redoks w nasieniu męskim i skutków działania stresu oksydacyjnego na funkcje plemników.

 Słowa kluczowe: reaktywne formy tlenu • antyoksydanty • stres oksydacyjny • nasienie • uszkodzenia 
peroksydacyjne

Summary

  Epidemiologic studies on male infertility suggest that many cases should be considered idiopa-
thic infertility, that is an exact cause of the inability to induce conception cannot be identifi ed. 
Recently it was found that the redox status within the male gamete or in the semen can be at le-
ast partly responsible for the etiology of infertility. Each living cell is capable of producing reac-
tive oxygen species (ROS), such as superoxide anion, hydroxyl radical, singlet oxygen, or hydro-
gen peroxide. This process involves the male germ cells as well. A certain amount of free radicals 
generated in the respiratory chain is necessary for the normal function of sperm cells. In cases 
of overproduction of ROS, the antioxidant potential of sperm cells can be exhausted and oxidati-
ve stress may develop. Prolonged exposure of sperm cells to ROS may cause peroxidation of the 
cell membrane lipids, alter the structure of protein receptors, enzymes, and transporter proteins, 
and affect sperm DNA fragmentation. This review aims to summarize the current state of know-
ledge regarding the redox system in male sperm and the consequences of oxidative stress on se-
men quality and sperm cell function.
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1. SYSTEM REDOKS W NASIENIU

W ostatnich latach, reaktywne formy tlenu (RFT) są nie-
zwykle popularnym i chętnie uwzględnianym czynnikiem, 
w wyjaśnianiu patomechanizmu wielu jednostek choro-
bowych. W badaniach nad niepłodnością małżeńską czę-
sto opisywane są przypadki tzw. niepłodności idiopatycz-
nej, w których nie można w sposób jednoznaczny wskazać 
przyczyny niepowodzenia w rozrodzie. Standardowa ana-
liza nasienia nie dostarcza informacji, koniecznych do 
określenia stanu płodności mężczyzny. W związku z tym, 
duże nadzieje wiąże się z dokładnym rozpoznaniem pro-
cesów biochemicznych zaangażowanych w złożony pro-
ces zapłodnienia, a do nich z pewnością należą układy 
pro- i antyoksydacyjne, które warunkują prawidłowy me-
tabolizm plemników.

1.1. Reakcje wolnorodnikowe w układach 
biologicznych

Rodzina RFT obejmuje liczną grupę produktów jedno-, 
dwu- i trójelektronowej redukcji cząsteczki tlenu (O2) oraz 
tlen singletowy (1O2). Znajdują się wśród nich tzw. wolne 
rodniki, czyli atomy lub cząsteczki, zdolne do samodziel-
nego istnienia, mające jeden lub więcej niesparowanych 
elektronów na orbicie zewnętrznej, a także nadtlenek wo-
doru (H2O2), kwas podchlorawy (HOCl) czy tlenek azotu 
(NO˙). Powstają one w przebiegu reakcji wolnorodniko-

wych, zazwyczaj nieodwracalnych, z których wiele stano-
wi element komórkowych szlaków metabolicznych.

Rodnikiem wyjściowym, formowanym podczas jednoelek-
tronowej redukcji cząsteczkowego tlenu jest anionorodnik 
ponadtlenkowy (O2˙̄)

O2 + e– ® O2˙̄

Reakcja ta jest dalej kontynuowana in vivo i bezpośrednio 
związana z metabolizmem tlenowym komórki. Obecność 
O2˙̄ w żywej komórce nieuchronnie prowadzi do tworze-
nia następnych jego reaktywnych form, o zwiększonej re-
aktywności. W obecności protonów, O2˙̄ jest zdolny do 
spontanicznej lub enzymatycznej (katalizowanej przez 
enzym dysmutazę ponadtlenkową – SOD) dysmutacji, 
do H2O2 i O2.

H2O2+ O2˙̄ + 2H+ ® O2 + H2O2

H2O2 występuje w dużych stężeniach w aktywowanych ko-
mórkach fagocytarnych, w czasie tzw. wybuchu tlenowe-
go, ale jego obecność jest również stwierdzona w plemni-
kach. Ten względnie stabilny, choć elektrycznie obojętny 
związek może łatwo dyfundować przez błony komórko-
we. Właściwość ta zwiększa jego toksyczność w stosun-
ku do gamet męskich. H2O2 choć sam nie jest rodnikiem, 
łatwo ulega przekształceniu w taką postać. W systemach 
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biologicznych, H2O2 łatwo wchodzi w reakcje z metala-
mi przejściowymi, takimi jak żelazo, miedź, kobalt, man-
gan czy chrom (w reakcji Fentona) oraz z O2˙̄ (w reakcji 
Habera-Weissa). Produktem obu tych reakcji jest rodnik 
hydroksylowy (OH˙) o bardzo silnych właściwościach 
utleniających.

O2˙̄ + H2O2 ® O2 + OH– + OH˙ (reakcja Habera-Weissa)

Fe2+ + H2O2 ® Fe3+ + OH– + OH˙ (reakcja Fentona)

Czynnikiem limitującym tę reakcję jest dostępność jonów 
żelazawych (Fe2+). Są one regenerowane przez sam O2˙̄ za 
pośrednictwem redukcji.

O2˙̄ + Fe3+ ® Fe2+ + O2

Reduktorami tej reakcji mogą być również takie substancje, 
jak askorbinian, NADPH, zredukowany glutation, cysteina 
lub grupy tiolowe białek. W reakcjach tych, Fe2+ czy Cu2+ 
pełnią rolę katalityczną, co sprawia, że zachodzą one nawet 
przy ich bardzo małych stężeniach. Dlatego organizm dyspo-
nuje wieloma mechanizmami, umożliwiającymi silne wiąza-
nie jonów metali przejściowych z białkami. W plazmie na-
siennej, żelazo i miedź mogą występować w stanie wolnym 
i w ten sposób podtrzymywać stres oksydacyjny [49].

Powyższe reakcje wyjaśniają mechanizm tworzenia naj-
bardziej niebezpiecznej RFT w układach biologicznych, tj. 
rodnika hydroksylowego. Okres trwania OH˙ wynosi około 
10–11 sekundy. Reaguje on z ogromną szybkością w miej-
scu powstania z pierwszą cząsteczką organiczną lub jonem 
metalu, które napotka na swej drodze. Ta właściwość czy-
ni go bardzo szkodliwą cząsteczką, nawet dla samej zakty-
wowanej komórki fagocytarnej. Duże ilości OH˙ powstają 
w leukocytach zdolnych do fagocytozy w czasie wybuchu 
oddechowego, w reakcji katalizowanej przez enzym mie-
loperoksydazę (MPO).

H2O2 + Cl– ® OH˙ + HOCl

W stanie zapalnym, MPO obecna w fagocytach, utlenia jony 
chlorkowe, przy współudziale H2O2 do HOCl, o silnym po-
tencjale oksydacyjnym. Kwas ten może reagować z wieloma 
związkami zawierającymi grupy aminowe (RNH2) do chlo-
ramin (RNHCl) i dwuchloramin (RNCl2), które zachowu-
ją właściwości utleniające. HOCl jest silnym utleniaczem, 
utleniającym grupy sulfhydrylowe (–SH) białek i związków 
niskocząsteczkowych do dwusiarczków lub kwasów sulfo-
nowych. Reaguje również z resztami nienasyconych kwa-
sów tłuszczowych fosfolipidów i z cholesterolem.

Część tlenu cząsteczkowego podlega reakcji tworzenia tlenu 
singletowego (1O2). Tlen singletowy nie jest wolnym rod-
nikiem, ale energia jego cząsteczki jest dużo większa, niż 
energia tlenu w stanie trypletowym. W ten sposób może on 
oddziaływać z innymi cząsteczkami, przekazując im swo-
ją energię wzbudzenia. Przyłącza się do wiązań podwój-
nych wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (WKT), 
powodując powstawanie nadtlenków tych lipidów bez po-
średnictwa reakcji wolnorodnikowej. Reaguje też z resz-
tami aminokwasów białek (najbardziej podatne są resz-
ty histydyny i metioniny) oraz z kwasami nukleinowymi 
(głównie z purynami).

Innym rodnikiem, tworzonym w układach biologicznych, 
w wyniku reakcji metabolicznych, jest tlenek azotu (NO˙). 
Jest on wytwarzany przez syntezę z L-argininy z udzia-
łem syntazy tlenku azotu (NOS). Kofaktorami tej reak-
cji są NADPH, FMN, FAD, kalmodulina i wapń. Syntazy 
NO˙ należą do dwóch grup. Jedna obejmuje formy zależ-
ne od jonów wapnia i od białka pośredniczącego w wie-
lu oddziaływaniach jonów wapnia – kalmoduliny (cNOS), 
druga zaś, to formy niezależne od kalmoduliny i wapnia 
(iNOS). NO˙ reguluje wiele funkcji w męskim układzie 
rozrodczym, a od 1996 roku wiadomo, że może być rów-
nież generowany w plemnikach [52].

L-arginina ® NO˙ + cytrulina

O2˙̄ + NO˙ ® ONOO–

ONOO– + H+ ® OH˙ + NO2˙̄

NO˙ może wchodzić w reakcje z O2˙̄, tworząc nadtlenoazo-
tyn (ONOO–). Ta reakcja ma duże znaczenie biologiczne 
i prowadzi do unieczynnienia O2˙̄ i NO˙. Jednak powstały 
ONOO–, który sam nie jest rodnikiem, może być źródłem 
wysoce toksycznego dla komórek OH˙ i dwutlenku azotu 
(NO2), będącego również wolnym rodnikiem.

Wolne rodniki powstające w organizmie ludzkim mogą 
inicjować serie reakcji, które trwają aż do chwili ich usu-
nięcia w kolejnych reakcjach z innymi wolnymi rodnika-
mi, bądź do chwili ich unieczynnienia przez system anty-
oksydacyjny.

1.2. Układ antyoksydacyjny w nasieniu

Dla zapewnienia naturalnej funkcji ustroju, niezbędne jest 
istnienie równowagi między formowaniem RFT i działaniem 
ochronnego systemu antyoksydacyjnego, czyli wytwarzaniu 
RFT powinna towarzyszyć ich neutralizacja. Prawidłowe 
funkcjonowanie obrony antyoksydacyjnej oparte jest na 
usuwaniu niebezpiecznych dla komórek RFT i tym samym 
ochronie komórki przed strukturalnym zniszczeniem. Istotą 
sprawnego systemu obronnego jest: 
1)  niedopuszczenie do reakcji RFT ze składnikami komór-

ki (pierwsza linia obrony),
2)  przerwanie łańcuchowych reakcji wolnorodnikowych 

(druga linia obrony) oraz
3)  usuwanie skutków reakcji RFT z makromolekułami ko-

mórkowymi (trzecia linia obrony).

System antyoksydacyjny obejmuje wiele składników, wza-
jemnie współdziałających ze sobą, a niedobór każdego z nich 
może powodować obniżenie całkowitego potencjału antyok-
sydacyjnego. Ze względu na szczególną wrażliwość męskich 
komórek rozrodczych na utleniające działanie RFT, nasienie 
ssaków wyposażone jest w wiele różnorodnych enzymów 
i związków nieenzymatycznych, neutralizujących nadmiar 
RFT, umiejscowionych zarówno w plazmie nasiennej, jak 
i wewnątrz plemników. Podstawowy enzymatyczny system 
antyoksydacyjny w ejakulacie obejmuje takie enzymy, jak: 
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza, peroksydaza 
glutationowa/reduktaza glutationowa (GPx/GR).

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.1) czyli oksy-
doreduktaza ponadtlenkowa, jest enzymem katalizującym 
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reakcję dysmutacji O2˙̄ do H2O2 i O2 (1.1.1.). Rodzina białek 
SOD obejmuje trzy białka, w zależności od metalu obecne-
go w centrum aktywnym. W organizmach ssaków występu-
ją trzy rodzaje SOD. W cytoplazmie znajduje się SOD za-
wierająca miedź i cynk (Cu,ZnSOD; SOD-1). Cząsteczka 
tego białka jest homodimerem, czyli składa się z dwóch 
identycznych podjednostek. Każda podjednostka zawiera po 
151 reszt aminokwasowych (masa cząsteczkowa 16 kDa). 
U człowieka, gen kodujący SOD-1 jest umiejscowiony 
w chromosomie 21. W macierzy mitochondrialnej obec-
na jest SOD, zawierająca mangan w centrum aktywnym 
(MnSOD; SOD-2). Jest ona tetramerem złożonym z czte-
rech podjednostek o masie cząsteczkowej około 20 kDa, 
każda. Enzym ten kodowany jest przez gen, znajdujący się 
w chromosomie 6. Z kolei na zewnątrz komórek, związana 
głównie z wielocukrowcami powierzchniowymi znajduje 
się tzw. pozakomórkowa dysmutaza ponadtlenkowa (extra-
cellular superoxide dismutase – EC-SOD). Jej cząsteczki 
złożone są z czterech podjednostek i zawierają reszty cu-
krowcowe. EC-SOD jest białkiem strukturalnie podobnym 
do SOD-2, ale zawierającym Cu i Zn w centrum katali-
tycznym. Wiązanie tego enzymu do powierzchni komórek 
może być efektywnym sposobem ochrony komórek przed 
O2˙̄, generowanym w środowisku zewnętrznym, stąd cza-
sami nazywa się go „miejscowo specyfi cznym” enzymem 
ochronnym. Stwierdzono silną ekspresję Cu,ZnSOD w ca-
łym najądrzu [43]. Z kolei EC-SOD występuje w dużych 
ilościach zarówno w najądrzu, jak i w kanalikach nasien-
nych [57]. Działanie SOD ma znaczenie dla ochrony pro-
cesu spermatogenezy. Plazma nasienna zawiera dużo ak-
tywnej SOD, więcej od innych płynów pozakomórkowych 
[47,56]. 75% całkowitej aktywności SOD w plazmie nasien-
nej przypada na CuZnSOD, a pozostałe 25% na EC-SOD, 
związanej głównie z obszarem wstawki u plemników o naj-
lepszej ruchliwości [59]. Oba te izoenzymy płynu nasien-
nego pochodzą z prostaty. Plemniki również są dobrze 
wyposażone w SOD, w tym w MnSOD oraz duże aktyw-
ności Cu,ZnSOD, nawet większej, w porównaniu z taki-
mi tkankami jak nerki czy płuca [67]. Wykazano bezpo-
średni związek między aktywnością SOD w plemnikach 
i ich ruchliwością. Dodatek egzogennej SOD do zawiesi-
ny plemników chronił ich żywotność i znacząco obniżał 
spadek ruchliwości w czasie, przez hamowanie destruk-
cji błon biologicznych [47]. Inni badacze nie potwierdza-
li wpływu SOD na jakość nasienia i potencjał zapładnia-
jący plemników in vivo lub in vitro [40,84].

Do najbardziej efektywnych antyoksydantów enzymatycz-
nych nasienia oprócz SOD zalicza się enzym zwany kata-
lazą (EC 1.11.1.6). Katalizuje on reakcję dysproporcjona-
cji H2O2 do O2˙̄ i H2O.

H2O2 ® O22˙̄ + H2O

Białko katalazy jest tetramerem, złożonym z czterech 
podjednostek o masie cząsteczkowej około 60 kDa każda. 
Zawiera grupę hemową i miejsce wiązania dla NADPH. 
Swoistym inhibitorem katalazy jest 3-amino-1,2,4-triazol. 
Jej swoistość do H2O2 wzrasta dopiero przy wyższych stęże-
niach substratu, >10–6 M, co występuje albo podczas wybu-
chu oddechowego fagocytów, albo przy nadekspresji SOD, 
uwalniającej duże ilości H2O2. Z tego też powodu sugeruje 
się jej udział razem z SOD w ochronie plemników przed 
toksycznym działaniem tlenu w czasie stanu zapalnego, 

w męskim układzie rozrodczym [15]. Źródłem katalazy 
w nasieniu jest prostata, chociaż jej aktywności nie skorelo-
wano z markerami tego narządu, takimi jak kwas cytryno-
wy czy cynk. Zlokalizowano ją zarówno wewnątrz plemni-
ków, jak i w plazmie nasiennej. Przy czym dotąd, obecność 
katalazy wykazano tylko w ludzkich i szczurzych plemni-
kach [44,75]. Jej aktywność znacznie obniża się u niepłod-
nych pacjentów z zaburzeniami ruchu [44,69].

Następnym ważnym enzymem, chroniącym komórki przed 
toksycznym działaniem H2O2, jest peroksydaza glutatio-
nowa (GPx, E.C. 1.11.1.9), czyli oksydoreduktaza gluta-
tion: H2O2. Białko tego enzymu jest tetramerem, złożonym 
z czterech identycznych podjednostek o masie cząstecz-
kowej 21,5-23 kDa, z których każda zawiera atom selenu. 
GPx katalizuje reakcję redukcji H2O2, a także nadtlenków 
organicznych, zwłaszcza nadtlenków lipidowych z udzia-
łem zredukowanego glutationu (GSH).

2GSH + H2O2 ® GSSG + 2H2O

GSSG + NADPH + H+ ® 2GSH + NADP+

Powstający w wyniku tej reakcji dwusiarczek glutatio-
nu (GSSG) jest związkiem niebezpiecznym dla komórki. 
Inaktywuje białka, tworząc mieszane dwusiarczki z biał-
kami zawierającymi grupy tiolowe lub utlenia grupy tio-
lowe białek, co prowadzi do powstania mostków disulfi -
dowych. Fizjologiczną rolą GPx jest usuwanie nadmiaru 
H2O2. Enzym ten ma większe powinowactwo do H2O2, 
w stosunku do katalazy, co sugeruje jego istotniejszą rolę 
w sytuacjach, w których stężenia H2O2 są małe. Kierując 
atak H2O2 na GSH, zapobiega jego udziałowi w reakcji 
Fentona i tworzeniu OH˙. GPx ściśle współdziała z re-
duktazą glutationową (GR, EC 1.6.4.2), enzymem odtwa-
rzającym zredukowaną postać GSH kosztem utleniania 
NADPH. Wykazano obecność GPx w plazmie nasiennej 
i skorelowano z męską niepłodnością [28]. Porównywalne 
aktywności GPx, u zdrowych mężczyzn i u mężczyzn po 
wasektomii, sugerują pochodzenie tego enzymu z prosta-
ty [79]. W plemnikach GPx jest umiejscowiona w macie-
rzy mitochondrialnej. Jej aktywność w dużym stopniu jest 
związana z poziomami selenu w nasieniu. Pierwiastek ten 
naturalnie występuje w dużym stężeniu w ejakulacie i od-
grywa ważną rolę w podtrzymaniu sprawności seksualnej 
mężczyzn [35]. Wykazano udział GPx w ochronie plem-
ników przed utratą ruchliwości, w wyniku spontanicznej 
peroksydacji lipidów [10].

Działanie triady enzymatycznej (SOD, katalaza i GPX/
GR), jest wspomagane przez antyoksydanty niskocząstecz-
kowe, licznie reprezentowane w nasieniu. Należą do nich 
tiole, kwas askorbinowy [25], kwas moczowy [73], tau-
ryna, hipotauryna [11], a-tokoferol [72] i inne. Na uwagę 
zasługują związki tiolowe, a wśród nich wspomniany już 
wcześniej GSH oraz aminokwasy, homocysteina i cyste-
ina. GSH pełni funkcję ochronną na wszystkich trzech li-
niach obrony antyoksydacyjnej. Do najważniejszych zadań 
GSH w komórkach należy: utrzymywanie grup tiolowych 
białek w postaci zredukowanej, reakcje z nadtlenkami or-
ganicznymi, z H2O2, z wolnymi rodnikami oraz z dwu-
siarczkami białek. Poziom GSH w plemnikach jest uzu-
pełniany przez komórki Sertolego w celach ochronnych 
przed RFT oraz jako źródło aminokwasów dla spermato-
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genezy [53]. Obserwowano spadek zredukowanego GSH 
wewnątrz plemników u mężczyzn niepłodnych [16,58]. 
Z kolei cysteina jest prekursorem aktywnych biologicznie 
związków, takich jak hipotauryna i tauryna, neutralizują-
cych działanie HOCl.

Właściwości antyoksydacyjne plazmy nasiennej u ludzi, 
wspomagane są dodatkowo przez prostasomy. Te swoiste 
dla człowieka, organella komórkowe, bogate w choleste-
rol i sfi ngomielinę, oprócz wielu ważnych funkcji w pro-
cesie zapłodnienia, mają też właściwości antyoksydacyjne . 
Nie wykazano w nich wprawdzie aktywności SOD, a ich 
antyoksydacyjną funkcję wiąże się z ich interakcją z leu-
kocytami obecnymi w nasieniu, co sugeruje ochronną 
rolę wobec plemników w stanach leukocytospermii. 
Najprawdopodobniej, prostasomy redukują zdolność leu-
kocytów do wytwarzania O2˙̄, przez hamowanie aktywności 
błonowej oksydazy NADPH, chociaż mechanizm tej inte-
rakcji nie został jeszcze dobrze poznany [63,64].

1.3. RFT a fi zjologia plemników

RFT w małych stężeniach, są nieodłącznym elementem 
procesów fi zjologicznych plemnika, prowadzających do 
zapłodnienia komórki jajowej. Ich pozytywna rola zazna-
cza się już na etapie różnicowania komórek gametogenicz-
nych w gonadzie męskiej. Tutaj RFT uczestniczą w proce-
sie kondensacji DNA. W gonadzie męskiej biorą też udział 
w lokalnym systemie regulacyjnym, kontrolującym wydaj-
ność spermatogenezy, przez indukcję dwóch przeciwstaw-
nych procesów, apoptozy i proliferacji [2].

Zapłodnienie jest skomplikowanym i wieloetapowym pro-
cesem, obejmującym następujące fazy: kapacytację plemni-
ków, wzajemne „rozpoznawanie” gamet, penetrację osłon-
ki przejrzystej, reakcję akrosomalną, połączenie plemnika 
z błoną komórkową oocytu i uruchomienie mechanizmów 
zapobiegania polispermii. Plemniki muszą przejść wiele 
zmian molekularnych i metabolicznych, aby były zdolne 
do fuzji z komórką jajową. Zmiany te obejmują m.in. mo-
dyfi kacje struktury i zmiany w topografi i lipidów i białek 
błon komórkowych czy zmiany powinowactwa w wiąza-
niu ligandów cukrowcowych. Wszystkie te odwracalne 
zmiany, jakim podlega błona komórkowa główki i witki 
plemnika przed zapłodnieniem, określa się mianem kapa-
cytacji i zachodzą one w żeńskich drogach rozrodczych. 
Elementem niezbędnym do przygotowania plemnika do 
penetracji komórki jajowej jest tzw. hiperaktywacja ga-
met męskich, przejawiająca się w zmianie charakteru ich 
ruchu oraz w zwiększeniu prędkości i siły ruchów witki. 
Bez osiągnięcia stanu hiperaktywacji plemniki pozostają 
niezdolne do wiązania z osłonką przejrzystą (zona pelluci-
da – ZP) oocytu, a co za tym idzie są niezdolne do zapłod-
nienia komórki jajowej. Kontakt skapacytowanego plem-
nika ze wzgórkiem jajonośnym lub osłonką przejrzystą 
jest sygnałem do zajścia reakcji akrosomalnej, podczas 
której dochodzi do: 1) fuzji plazmolemmy plemnika z ze-
wnętrzną błoną akrosomalną, 2) uwolnienia enzymatycz-
nej zawartości akrosomu (organellum komórkowe zbliżo-
ne do lizosomu, w prawidłowym plemniku umiejscowione 
w przedniej części plemnika, na szczycie jego główki, bez-
pośrednio pod plazmolemmą) i 3) ekspozycji wewnętrz-
nej błony z przyłączonymi do niej enzymami. Uwolnione 
enzymy akrosomalne indukują penetrację plemnika i po-

wodują jego zagłębienie w osłonce przejrzystej. Po przej-
ściu przez osłonkę przejrzystą następuje fuzja plemnika 
z komórką jajową.

Proces nabywania przez gamety męskie zdolności do za-
płodnienia jest nieodłączną częścią metabolizmu tleno-
wego plemników i wiąże się z procesami oksydacyjnymi, 
a wzrost w tym czasie wytwarzania O2˙̄ i w konsekwencji 
H2O2 w plemnikach jest jednym z podstawowych elemen-
tów tego procesu. O2˙̄ nazywany jest fi zjologicznym me-
diatorem hiperaktywacji i kapacytacji ludzkich plemników. 
Wskazują na to doświadczenia, w których plemniki podda-
wano działaniu układu: ksantyna + oksydaza ksantynowa 
(układ generujący O2˙̄) w obecności katalazy usuwającej 
H2O2, uzyskując silną hiperaktywację. Z kolei SOD blo-
kowała hiperaktywację i kapacytację plemników, zarów-
no spontaniczną, jak i indukowaną przez O2˙̄ [22,23,82]. 
Kapacytację indukowano również in vitro małymi stężenia-
mi H2O2 w plemnikach chomiczych [17] i ludzkich [32].

Mechanizm, w oparciu o który RFT stymulują te proce-
sy jest ściśle związany ze wzrostem stężenia Ca2+ i cAMP 
we wnętrzu komórki. Z kolei cAMP, jako drugi przekaź-
nik, razem z kinazą białkową A (PKA) jest niezbędny do 
fosforylacji reszt tyrozynowych białek błonowych. Oprócz 
indukcji procesu fosforylacji tyrozynowej, wzrost poziomu 
cAMP w plemniku nastawia przemiany węglowodanowe na 
zwiększone wytwarzanie ATP w komórce, w celu zwięk-
szenia ruchliwości plemników, niezbędnej w czasie poko-
nywania osłonki przejrzystej oocytu. Stymulacja fosfory-
lacji tyrozynowej jest więc najważniejszym wydarzeniem 
w procesie kapacytacji plemników i jest regulowana przez 
system redoks komórki plemnikowej [9,50]. Związki mię-
dzy wytwarzaniem RFT, a poziomem cAMP i fosforylacją 
reszt tyrozynowych białek nie są jeszcze do końca pozna-
ne. Sugeruje się, że RFT indukują proces kapacytacji i re-
akcji akrosomalnej pośrednio, regulując stężenie Ca2+, po-
przez wzrost pH w komórce, prawdopodobnie uczestnicząc 
w aktywacji wymiennika Na+/H+ w błonie plazmatycznej. 
Przypuszczalnie O2˙̄ bierze też udział w inaktywacji pompy 
ATP-Ca2+, zwiększając tym samym bierną przepuszczalność 
błony komórkowej dla Ca2+. Z kolei stymulacja fosforyla-
cji tyrozyny w czasie kapacytacji plemników przez H2O2, 
może się odbywać albo przez bezpośrednią aktywację ki-
naz tyrozynowych, albo przez hamowanie fosfataz tyrozy-
nowych [24,36]. Poza tym H2O2 aktywuje bezpośrednio cy-
klazę adenylanową do wytwarzania cAMP, prowadząc do 
wzrostu stężenia Ca2+ wewnątrz plemników [62].

RFT mogą także ułatwiać reakcję akrosomalną przez wzrost 
aktywności fosfolipazy A2 (PLA2). Enzym ten jest obecny 
w ludzkich plemnikach i katalizuje reakcje hydrolizy fosfo-
lipidów do kwasu arachidonowego. Powstały w tej reakcji 
arachidonian jest głównym produktem fuzji błony plazma-
tycznej plemnika i zewnętrznej błony akrosomalnej w cza-
sie reakcji akrosomalnej. Warto podkreślić, że aktywność 
PLA2 jest stymulowana stężeniem Ca2+ w komórce i pozio-
mem produktów peroksydacji wewnątrzbłonowych. RFT, 
poprzez inicjację niskich poziomów peroksydacji lipidów 
stwarzają dogodne warunki dla PLA2, umożliwiając tym 
samym przygotowanie plemnika do zapłodnienia [29].

Udokumentowano również udział NO˙ w kapacytacji i re-
akcji akrosomalnej plemników. Działanie małych stężeń 
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NO˙ indukuje reakcję kapacytacji w ludzkich plemnikach, 
w obecności H2O2 [83]. Z kolei poprzez działanie na cy-
klazę adenylanową, NO˙ zwiększa poziom cAMP w ko-
mórce. Badania sugerują również udział NO˙ w reakcji 
kapacytacji, przez bezpośrednie oddziaływanie na proce-
sy fosforylacji reszt tyrozynowych dwóch białek plemni-
kowych, p81 i p105. NO˙ może też bezpośrednio party-
cypować w zdolności plemników do zapłodnienia, przez 
udział w penetracji osłonki przejrzystej i fuzji plemnika 
z komórką jajową [37,38].

Niekwestionowana rola RFT w procesie zapłodnienia wią-
że się ściśle z ich funkcją przekaźnikową. RFT uczestniczą 
w głównych szlakach przekazywania informacji do komór-
ki czy interakcji międzykomórkowych i dzięki temu mogą 
modyfi kować procesy metaboliczne na różnych etapach, 
a charakter i wielkość tych modyfi kacji zależy od natury, 
ilości i dostępności reaktywnych metabolitów.

1.4. Drogi wyrzutu RFT

Przy zastosowaniu inhibitorów wyrzutu RFT w połączeniu 
z frakcjonowaniem plemników, wykazano, że w plemnikach 
zwierzęcych istnieją co najmniej dwa mechanizmy wytwa-
rzania RFT: mitochondria i wyciek elektronów w łańcuchu 
oddechowym oraz kompleks enzymatyczny zawarty w bło-
nie komórkowej, czyli błonowa oksydaza NADPH.

Enzym, oksydaza NADPH (EC 1.6.2.4), jest układem bia-
łek przenoszących elektrony z wewnątrzkomórkowej puli 
NADPH na cząsteczki tlenu na zewnętrznej powierzchni 
błony plazmatycznej. Enzym ten nie jest swoisty dla ko-
mórek fagocytujących. Jego obecność stwierdzono rów-
nież w błonie plazmatycznej komórek niefagocytarnych, 
m.in. komórek śródbłonka, fi broblastów, komórek mezan-
gialnych, mięśni gładkich naczyń krwionośnych, tarczy-
cy, a także męskich komórek rozrodczych. Istnieją znacz-
ne różnice w strukturze i aktywności między plemnikową 
oksydazą NADPH i dobrze scharakteryzowanym enzymem 
fagocytów. U tych ostatnich, w skład białkowego kom-
pleksu wchodzą: związane z błoną, fl awoproteina o masie 
cząsteczkowej około 150 kDa i cytochrom b558, którego 
cząsteczki są zbudowane z dwóch podjednostek p22phox 
i gp91 oraz dwa składniki cytoplazmatyczne, p47phox 
i p67phox, które przemieszczają się do błony podczas ak-
tywacji granulocytów. Nie stwierdzono natomiast obecno-
ści podjednostek p22phox, p47phox i p67phox w plemni-
kach szczurzych [76].

NADPH + O2 ® NAD+ + H+ + 2O2˙̄ „wybuch oddechowy”

Aktywność plemnikowej oksydazy NADPH jest znaczą-
co mniejsza, w porównaniu z enzymem fagocytów [13]. 
Fizjologicznymi stymulatorami wybuchu tlenowego fago-
cytów są głównie bakterie i inne czynniki infekcyjne. Może 
być on pobudzany również przez wiele innych czynników, 
do których należą m.in.: czynniki chemotaktyczne fago-
cytów (np. n-formylo-metionylo-leucylo-fenyloalanina – 
FMLP), estry forbolu (np. 12 -mirystynian,13-octan forbolu 
– PMA), jonofory Ca2+ czy cząstki opsonizowane obcego 
pochodzenia (np. opsonizowany zymosan). W przeciwień-
stwie do leukocytów, induktory te nie stymulują oksyda-
zy NADPH do zwiększonego wytwarzania O2˙̄ w plem-
nikach, z wyjątkiem uszkodzonych ludzkich plemników, 

które odpowiadają aktywacją błonowej oksydazy NADPH 
i w konsekwencji zwiększonym wytwarzaniem O2˙̄ w od-
powiedzi na PMA [30]. Wykazano też, że aktywność bło-
nowej oksydazy NADPH jest stymulowana przez NADPH, 
ale hamowana przez inhibitory fl awoprotein, w szczegól-
ności przez jodonian dwufenylowy (iodonium diphenyle-
ne – DPI). Ta właściwość dotyczy zarówno plemników, jak 
i leukocytów [5]. Znajomość struktury oksydazy NADPH 
może pomóc w wyjaśnieniu komórkowych mechanizmów 
regulujących funkcję plemników i rozwoju strategii anty-
koncepcji, skierowanej przeciw gamecie męskiej.

Drugim istotnym źródłem O2˙̄ i w konsekwencji H2O2 są mi-
tochondria i zachodzący w nich proces fosforylacji oksyda-
cyjnej. Polega on na przenoszeniu atomów wodoru na tlen 
przez układy oksydo-redukcyjne dehydrogenaz, a energia 
uwolniana podczas tego procesu wykorzystywana jest do 
syntezy ATP. Przepływ elektronów przez łańcuch odde-
chowy nie jest szczelny i pewna ich część „przecieka” na 
zewnątrz. W wyniku jednoelektronowej redukcji powstają 
duże ilości O2˙̄. Za wyciek elektronów w łańcuchu odde-
chowym są odpowiedzialne fl awoproteina – dehydrogena-
za NADH i ubichinon. Ilość powstającego O2˙̄ w łańcu-
chu oddechowym, zależy przede wszystkim od dostępności 
samego tlenu i substratów dla odpowiednich dehydroge-
naz, takich jak pirogronian, jabłczan, mleczan czy bursz-
tynian. Dodatek niektórych z nich do zawiesiny szczurzych 
plemników najądrzowych, dramatycznie zwiększa wytwa-
rzanie RFT [76].

Udokumentowano także udział diaforazy (EC 1.6.99.2), 
czyli oksydoreduktazy NADH, w wytwarzaniu O2˙̄ przez 
plemniki. Największa aktywność tego enzymu występu-
je w mitochondrium i jest on zintegrowany z łańcuchem 
oddechowym. Enzym ten jest umiejscowiony w regionie 
wstawki plemnika i znajduje się w ścisłym połączeniu z łań-
cuchem mitochondrialnym. Ta reduktaza chinonowa kata-
lizuje przeniesienie jednego elektronu na chinony, tworząc 
rodnik semichinonowy, który w obecności tlenu cząstecz-
kowego może ulegać autoutlenianiu tworząc O2˙̄ [27].

Źródłem dużych ilości O2˙̄ i w konsekwencji, H2O2 w na-
sieniu jest także enzym oksydaza ksantynowa (EC 1.2.3.2), 
czyli oksydoreduktaza ksantyna: tlen, obecna w plemni-
kach i plazmie nasiennej. Enzym ten katalizuje reakcje 
utleniania hipoksantyny do ksantyny i ksantyny do kwasu 
moczowego. Utlenia również aldehydy do odpowiednich 
kwasów karboksylowych. W trakcie reakcji, cząsteczki tle-
nu podlegają redukcji, zarówno jedno-, jak i dwuelektro-
nowej. W pierwszym przypadku produktem redukcji jest 
O2˙̄, w drugim H2O2. Zaobserwowano wzrost aktywno-
ści oksydazy ksantynowej w plemnikach u niepłodnych 
mężczyzn [48].

1.5. Plemniki i leukocyty jako komórkowe źródła 
RFT w nasieniu

Plemniki konstytutywnie generują RFT, które w warun-
kach fi zjologicznych powstają w łańcuchu oddechowym 
i są niezbędne do zachowania prawidłowej czynności ga-
met typu przekazywanie sygnałów wnętrzątrz- lub między-
komórkowych, czy zapłodnienie komórki jajowej. RFT są 
obecne w komórkach, w małych stężeniach, które jednak 
mogą ulec zwiększeniu, wskutek bodźców zewnętrznych. Są 
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dwa potencjalne źródła RFT w nasieniu: leukocyty i plem-
niki. Niektóre wcześniejsze badania udowadniały domina-
cję plemników w wytwarzaniu RFT w grupie pacjentów 
z oligozoospermią, w stosunku do zdrowych osobników 
z normozoospermią [3]. Brak dużej przestrzeni cytopla-
zmatycznej wewnątrz plemników zapewnia wystarczający 
dostęp do NADPH, jako substratu, do utrzymywania sta-
łych, niewielkich ilości O2˙̄, niezbędnych w procesie kapa-
cytacji. Jeśli ilość cytoplazmy zwiększa się, np. w uszko-
dzonych plemnikach, mających resztki cytoplazmy wokół 
wstawki, zwiększa się dostępność NADPH i powstaje O2˙̄ 
w ilościach, przy których może dojść do indukcji uszko-
dzeń peroksydacyjnych [8].

Większość badaczy sugeruje jednak udział leukocytów, 
jako głównej frakcji komórkowej nasienia, w wytwarza-
niu RFT. Powszechna obecność leukocytów w nasieniu, 
z dominującą subpopulacją granulocytów obojętnochłon-
nych, jest nieodłącznie związana z wytwarzaniem RFT. 
Wykazano także pozytywną korelację pomiędzy stęże-
niem leukocytów i stopniem generacji RFT w nasieniu. 
Ponadto, aktywowane granulocyty mają zdolność do wy-
twarzania RFT setki razy większą niż plemniki i mogą być 
źródłem uszkodzeń gamet męskich, wywołanych stresem 
oksydacyjnym [4]. Kliniczne znaczenie obecności dużej 
liczby leukocytów w nasieniu jest przedmiotem kontrower-
sji. Wzrost liczby leukocytów w nasieniu może być wy-
nikiem: nieprawidłowej spermatogenezy, działania szko-
dliwych czynników środowiskowych (alkohol, papierosy), 
nietypowych stosunków płciowych czy długiej abstynen-
cji seksualnej. Jednak najczęstszą przyczyną podwyższo-
nej liczby komórek fagocytarnych w ejakulatach są infek-
cje i stan zapalny w narządach płciowych.

Badanie poziomów RFT w nasieniu jest ważnym czynni-
kiem determinującym potencjał metaboliczny plemników. 
Plemniki mają swój własny, wewnątrzkomórkowy system 
antyoksydacyjny, dodatkowo wspomagany ochronną rolą 
plazmy nasiennej, dla obrony przed szkodliwym wpły-
wem stresu oksydacyjnego, wywołanego przez zaktywo-
wane leukocyty. Jednak nadal nie wiadomo, które subpo-
pulacje plemników w ejakulacie dysponują najlepszą linią 
obrony, skuteczną w neutralizacji toksycznych pochodnych 
tlenu i kiedy następuje przełamanie tej bariery, a włączają 
się procesy peroksydacyjne, zaburzające strukturę i funk-
cję gamety męskiej.

2. PEROKSYDACYJNE USZKODZENIA PLEMNIKÓW

Zaburzenie równowagi między wytwarzaniem RFT i wydaj-
nością układu antyoksydacyjnego prowadzi do stresu oksy-
dacyjnego, zwanego też szokiem tlenowym. Krótkotrwały 
wzrost wytwarzania wolnych rodników zazwyczaj jest do-
brze tolerowany przez komórki, które w takich sytuacjach 
najczęściej reagują wzmożoną aktywnością mechanizmów 
obronnych. Jednak nasilony lub długo utrzymujący się stan 
stresu oksydacyjnego jest szkodliwy dla komórek i jest przy-
czyną zaburzeń w metabolizmie komórkowym, będących 
skutkiem oddziaływań RFT ze składnikami komórkowy-
mi. Już pół wieku temu sygnalizowano, że RFT w pew-
nych warunkach mogą być niebezpieczne dla gamet mę-
skich [55,74]. Wielu badaczy zgodnie potwierdza istnienie 
związku pomiędzy peroksydacyjnym uszkodzeniem plem-
ników a niepłodnością męską [68]. Do stresu oksydacyj-

nego w nasieniu dochodzi zarówno in vivo (wzrost wy-
twarzania RFT przez niedojrzałe i uszkodzone plemniki 
w wyniku zaburzonej spermatogenezy lub infi ltracja leu-
kocytów), jak i in vitro (obróbka laboratoryjna: wirowa-
nie, procesy zamrażania i rozmrażania). Niekontrolowany 
wzrost O2˙̄ i H2O2 stwarza niebezpieczeństwo wywołania 
trwałych zmian w budowie makromolekuł komórkowych 
i ważnych biologicznie makrocząsteczek (ryc. 1).

2.1. Stres oksydacyjny i peroksydacja lipidów błon 
komórkowych

Peroksydacja lipidów jest jednym z ważniejszych proce-
sów biologicznych związanych z działaniem RFT. Będąc 
procesem kaskadowym, zapewnia ciągłą dostawę wolnych 
rodników, które inicjują następne reakcje peroksydacji. Jak 
każdy proces wolnorodnikowy, składa się on z trzech faz: 
inicjacji, prolongacji i terminacji. Wolne rodniki np. OH˙, 
zapoczątkowują reakcję przez odłączenie atomu wodoru 
z łańcucha bocznego (LH) WKT do wody i rodnika alki-
lowego (L˙) (1). Wolny rodnik kwasu tłuszczowego ulega 
następnie przebudowie do postaci dienowej. W reakcji pro-
longacji, L˙ reaguje z tlenem cząsteczkowym, tworząc wol-
ny rodnik nadtlenkowy (LOO˙) (2). Rodnik ten odłączając 
atom wodoru z LH kolejnego kwasu tłuszczowego, przy-
czynia się do formowania następnej cząsteczki L˙ i konty-
nuacji wyzwolonej reakcji łańcuchowej, w wyniku której 
powstaje produkt końcowy utleniania lipidów, tj. nadtlenek 
kwasu tłuszczowego (LOOH) (3). Powyższy cykl reakcji 
kończy faza terminacji, w czasie której nadtlenki lipidowe 
podlegają dalszej peroksydatywnej degradacji do produktów 
końcowych. Są wśród nich m.in.: aldehydy, a wśród nich 
najpopularniejszy, dialdehyd malonowy (MDA), hydrok-
sykwasy, w tym 4-hydroksyalkenale, 2-alkenale oraz keto-
ny czy węglowodory, takie jak etan i pentan (4). Głównym 
produktem peroksydacji komponentu lipidowego błon ko-
mórkowych i jednocześnie bardzo dobrym markerem do 
badania tego procesu jest MDA. Wykorzystuje się tu re-
akcję barwną pomiędzy produktami peroksydacji lipidów 
i kwasem tiobarbiturowym (TBA). Akumulacja tych zmo-
dyfi kowanych, uszkodzonych cząsteczek lipidów nieuchron-
nie prowadzi do obniżenia płynności błon, a zmieniona 
struktura błon komórkowych ma bezpośredni wpływ na 
ich funkcje receptorowe i transportowe [34].

                        LH + OH˙ ® L˙ + H2O (1)

                               L˙ + O2 ® LOO˙ (2)

                        LOO˙ + LH ® LOOH + L˙ (3)

                                 L˙ + L˙ ® L-L (4)

LOO˙ + LOO˙ ® L=O + LOH + O2

LOO˙ + L˙ ® L=O + LOH

Plemniki, ze względu na dużą zawartość WKT w błonach 
komórkowych, są szczególnie podatne na peroksydację 
błon, co może prowadzić do patologii nasienia męskie-
go i tym samym stanowić jedną z przyczyn niepłodności 
męskiej. Jednak odpowiednia ilość WKT w błonach jest 
niezbędna w procesie zapłodnienia. Podczas spermatoge-
nezy i dojrzewania gamet zachodzą aktywne procesy me-
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taboliczne lipidów, regulujące właściwe proporcje między 
poszczególnymi składnikami lipidowymi błon komórko-
wych, które są niezbędne do utrzymania fi zjologicznych 
funkcji plemnika. W prawidłowych, dojrzałych plemni-
kach, 50% wszystkich kwasów tłuszczowych stanowią na-
sycone kwasy tłuszczowe, reprezentowane głównie przez 
kwasy, palmitynowy i stearynowy. 15% przypada na kwa-
sy mononienasycone, z wyraźną dominacją kwasu olejo-
wego. Natomiast WKT stanowią 30% wszystkich kwa-
sów tłuszczowych, z tego ponad ²⁄³ (>60%) przypada na 
kwas dokozaheksanowy (DHA), a ¹⁄³ na kwas arachido-
nowy [80]. Procentowy rozkład poszczególnych kwasów 
tłuszczowych wyraźnie koreluje z morfologią gamet mę-
skich i w nieprawidłowych postaciach prawie o 20% ma-
leje zawartość WKT. Tak dzieje się np. w leukocytosper-
mii, gdzie plemniki są eksponowane na RFT generowane 
przez leukocyty [81].

Proces peroksydacji błonowych fosfolipidów w męskich 
komórkach rozrodczych jest inicjowany przez promocyjne 
działanie jonów metali przejściowych, Fe2+ i Cu2+ (reakcja 
Fentona) i powszechnie uważany za podstawowy mecha-
nizm indukowanego przez RFT uszkodzenia tych komó-
rek. Wzrost nieswoistej przepuszczalności błon plemników 

w wyniku modyfi kacji strukturalnych komponentu lipido-
wego błon, jest odpowiedzialny za obniżenie ruchliwości 
i przeżywalność gamet męskich, głównie na skutek utra-
ty ATP [12,47], zmian w morfologii [60] i w konsekwen-
cji ma znaczenie dla funkcjonowania plemników w pro-
cesie zapłodnienia [6,7].

2.2. Stres oksydacyjny i uszkodzenia białek

Modyfi kacje oksydacyjne białek są jednymi z wcześniej-
szych zmian, do których dochodzi podczas stresu oksy-
dacyjnego. Reakcje RFT z białkami prowadzą do zmian 
w ich strukturze, a tym samym do utraty aktywności bio-
logicznej. W czasie utleniania białek może dojść do mo-
dyfi kacji reszt aminokwasowych, modyfi kacji grup pro-
stetycznych oraz agregacji lub fragmentacji cząsteczek 
białkowych. Spośród grup aminokwasowych białek naj-
bardziej podatne na oksydacyjne uszkodzenia są reszty 
cysteiny i metioniny, ze względu na obecność grup –SH, 
a w dalszej kolejności, reszty lizyny, proliny, histydyny, 
tryptofanu, fenyloalaniny, tyrozyny i argininy. Uszkodzenia 
aminokwasów aromatycznych, zwłaszcza tyrozyny, prowa-
dzi do powstania grup redukujących w białkach, zdolnych 
do redukcji cytochromu c i metali.

S T R E S  O K S Y D A C Y J N Y

uszkodzenie białek uszkodzenie DNAuszkodzenie lipidów

uszkodzenie plemników
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Głównym mediatorem uszkodzenia białek przez RFT jest 
OH˙, chociaż niektóre modyfi kacje tych makromolekuł 
komórkowych, takie jak utlenianie grup –SH do mostków 
dwusiarczkowych (–S–S–), mogą być wywoływane bezpo-
średnio przez O2˙̄ czy H2O2. Również HOCl i NOO˙ mogą 
utleniać grupy tiolowe białek i reszty metionylowe.

BH + OH˙ ® B˙ + H2O

B˙ + O2 ® BOO˙

W reakcjach OH˙ z białkami dochodzi do oderwania atomu 
wodoru od cząsteczki białka i powstania rodnika białko-
wego z niesparowanym elektronem (B˙). Ten niesparowa-
ny elektron może się przemieszczać w cząsteczce białka, 
co prowadzi do dalszych jej modyfi kacji, do rozpadu wią-
zań peptydowych włącznie. Rodniki białkowe mogą z ko-
lei przyłączać cząsteczki tlenu, w wyniku czego powstaje 
rodnik nadtlenku białka (BOO˙). Nadtlenki białek są sto-
sunkowo nietrwałe i zamiast wchodzić w reakcje z inną 
cząsteczką białkową, najczęściej reagują z niskocząstecz-
kowym antyoksydantem, takim jak GSH czy askorbinian. 
W związku z tym, w przeciwieństwie do peroksydacji li-
pidów, powstawanie nadtlenków białek nie ma charakteru 
reakcji łańcuchowej, co w dużym stopniu obniża wydaj-
ność peroksydacji białek. W miarę starzenia się komórek, 
dochodzi do kumulacji utlenionych białek, a to może pro-
wadzić do stopniowej utraty niektórych biochemicznych 
i fi zjologicznych funkcji komórek i obniżenia ich podat-
ności na mechanizmy reparacyjne [20].

Wzrost ilości utlenionych białek w gametach męskich ma 
duże znaczenie dla prawidłowego przebiegu kolejnych eta-
pów procesu zapłodnienia. Może być przyczyną spadku 
ATP w plemnikach, co ma ogromne znaczenie dla reak-
cji hiperaktywacji. Oksydacyjne modyfi kacje w struktu-
rze i topografi i białek błonowych główki i witki plemnika 
mogą zaburzać kapacytację, reakcję akrosomalną i w efek-
cie fuzję oocyt-plemnik, podobnie jak uszkodzenie bia-
łek enzymatycznych, np. cyklazy adenylanowej w wyniku 
utleniania grup –SH do –S–S–, co zmniejsza wytwarza-
nie cAMP, głównego mediatora biorącego udział w pro-
cesie zapłodnienia [1,19].

2.3. Stres oksydacyjny i uszkodzenia DNA

Za uszkodzenia DNA jest odpowiedzialny przede wszystkim 
OH˙, natomiast H2O2 i O2˙̄ nie powodują zmian w składni-
kach kwasów nukleinowych. Istnieją dwie koncepcje, tłuma-
czące uszkodzenie DNA w następstwie stresu oksydacyjne-
go: 1) uszkodzenie DNA przez OH˙, wytwarzane w reakcji 
H2O2 z jonami metali związanymi z DNA (reakcja Fentona); 
być może stres oksydacyjny dodatkowo wspomaga tę reak-
cję, uwalniając jony metali przejściowych, wskutek czego 
mogą się one wiązać z DNA, 2) działanie pośrednie, po-
przez aktywację endonukleaz, wskutek uruchomienia me-
chanizmów, prowadzących do zwiększenia stężenia Ca2+ 
w komórce. W wyniku oddziaływania OH˙ z kwasami nu-
kleinowymi najczęściej dochodzi do uszkodzenia zasad nu-
kleinowych, reszt cukrowcowych, rozerwania wiązań fos-
fodiestrowych łączących nukleotydy lub tworzenia wiązań 
poprzecznych DNA-białko. Zmodyfi kowane produkty za-
sad azotowych, takie jak: 8-hydroksyguanina, 8-hydroksy-
adenina, glikol cytozyny czy glikol tyminy mogą podlegać 

kolejnym chemicznym przekształceniom, prowadzącym do 
ich dalszej degradacji. Produkty tych reakcji często mają 
charakter mutagenny. Wiele z nich służy też jako markery 
do badania uszkodzeń DNA w komórkach [33].

Potwierdzono wrażliwość plemnikowego DNA na uszko-
dzenia oksydacyjne, a tworzenie przez RFT pojedynczych 
lub podwójnych pęknięć nici DNA w gametach męskich 
ma istotne konsekwencje dla ich zdolności rozrodczej [41]. 
Są one przyczyną zaburzeń dekondensacji plemnikowego 
DNA przez komórkę jajową, uniemożliwiając tym samym 
wytworzenie przedjądrzy [65]. Mogą też być powodem nie-
prawidłowego ukształtowania i rozwoju zarodka, co ma 
szczególne znaczenie, zwłaszcza przy stosowaniu technik 
wspomaganego rozrodu. Suplementacja in vitro, nieenzy-
matycznych antyoksydantów, takich jak: kwas askorbinowy, 
kwas moczowy czy a-tokoferol, w dużym stopniu niwelu-
je anomalie w budowie chromatyny plemników i zmniej-
sza liczbę pęknięć nici DNA [42].

Zwraca się też uwagę na znaczenie oksydacyjnych uszko-
dzeń w mitochondrialnym DNA (mtDNA) w procesie za-
płodnienia, zwłaszcza, że plemniki są bogato wyposażone 
w te organella komórkowe, jako źródło energii niezbędnej 
do ruchu witki [45]. Co więcej, mtDNA jest bardziej na-
rażony na uszkodzenia oksydacyjne, w porównaniu z ją-
drowym DNA, ze względu na bliskie sąsiedztwo łańcu-
cha fosforylacji oksydacyjnej, ograniczone możliwości 
naprawcze i brak białek jądrowych, które mogłyby chro-
nić go przed uszkodzeniami.

Niewykluczone, że mechanizm uszkodzenia DNA przez 
RFT odbywa się za pośrednictwem procesu apoptozy. 
Ostatnio zainteresowanie badaczy skupia się na mechani-
zmach warunkujących proces samobójczej śmierci komórki 
i jego wpływie na potencjał rozrodczy gamet męskich.

2.4. Stres oksydacyjny i apoptoza plemników

Apoptoza jest naturalnym procesem fi zjologicznym, wystę-
pującym w tkankach zwierząt na różnym etapie ich rozwo-
ju. Obejmuje kaskadę morfologicznych i biochemicznych 
zdarzeń, prowadzących do samobójczej śmierci komórki 
pod wpływem różnych czynników endo- i egzogennych, 
do których należą m.in. hormony, cytokiny, RFT, czynniki 
infekcyjne i inne. Apoptozie towarzyszą takie zmiany, jak: 
obkurczenie komórki na skutek utraty wody, zagęszczenie 
chromatyny jądrowej, fragmentacja i degradacja DNA, re-
organizacja cytoszkieletu i zmiany w błonie komórkowej, 
prowadzące do utworzenia tzw. ciałek apoptotycznych, któ-
re szybko ulegają fagocytozie przez otaczające komórki. 
Dzięki temu nie dochodzi do procesu zapalnego. Sygnał 
inicjujący proces samobójczej śmierci komórki może po-
chodzić z wnętrza komórki, a dokładniej z mitochondriów 
(np. rodzina białek Bcl-2) albo z otoczenia komórki przez 
pobudzenie receptorów śmierci komórki (np. system białek 
Fas/FasL). Po otrzymaniu przez komórkę sygnału apopto-
tycznego, zostają zaktywowane enzymy, należące do grupy 
proteaz cysteinowych zwanych kaspazami, które odpowia-
dają za zmiany apoptotyczne w komórce [21,46].

Badania modelowe na zwierzętach potwierdzają istotne zna-
czenie apoptozy dla prawidłowego przebiegu procesu sper-
matogenezy, regulujące liczbę komórek gametogenicznych 
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w nabłonku plemnikotwórczym, zarówno w stanach fi zjo-
logicznych, jak i patologicznych. Spontaniczną apoptozę 
spermatogonii, spermatocytów i spermatyd stwierdzano też 
w ludzkich gonadach u zdrowych mężczyzn i u pacjentów 
z azoospermią, bez bloku w przewodach wyprowadzają-
cych [70]. Apoptoza jest jednym z mechanizmów elimino-
wania komórek nieprawidłowych, jednak kontroluje pro-
liferację. Uważa się, że za regulację apoptozy w gonadzie 
męskiej jest odpowiedzialne głównie białko receptorowe 
Fas, którego ekspresję wykazano na powierzchni komó-
rek gametogenicznych, jak i dojrzałych plemników oraz 
współdziałające z nim białko FasL, pełniące rolę ligan-
da receptora Fas, obecne na komórkach Sertolego i na po-
wierzchni plemników gryzoni [51]. Niektóre badania po-
twierdzają udział systemu Fas/FasL w regulacji apoptozy 
w gonadzie męskiej tylko w niektórych stanach patologicz-
nych, w szczególności w czasie stresu [18]. Stwierdzano na 
przykład wzrost >50% plemników, mających białko Fas na 
swojej powierzchni w próbkach nasienia, pochodzących od 
mężczyzn z patologicznym spermiogramem [66].

RFT są znanymi induktorami apoptozy zarówno 
w komórkach somatycznych, jak i germinalnych [31,61]. 
Najważniejszym etapem procesu apoptozy jest fragmen-
tacja DNA na nukleosomy, czyli fragmenty DNA o dłu-
gości 180–200 par zasad, które w komórkach somatycz-
nych można uwidocznić w żelu agarozowym w postaci 
„drabinki”, po wybarwieniu bromkiem etydyny [78]. 
Fragmentacja DNA jest katalizowana przez endonukle-
azy, zależne od Ca2+ i Mg2+. Zatem zwiększenie stężenia 
jonów wapnia w cytoplazmie aktywuje enzymy nukleoli-
tyczne. Jedna z hipotez indukcji apoptozy przez RFT za-
kłada, że wzrost ilości wolnych rodników powoduje uwol-
nienie Ca2+ z mitochondriów, co inicjuje proces apoptozy. 
RFT mogą też regulować apoptozę przez wpływ na eks-
presję dwóch głównych grup czynników zaangażowanych 
w apoptozę, Bcl-2 i FasL [39].

Podwyższony indeks apoptotyczny w ejakulacie, stwierdzano 
w stanach zapalnych, nowotworach układu rozrodczego czy 

wreszcie u niepłodnych mężczyzn [14,26,77]. Prawdopodobnie 
ma to ścisły związek ze stresem oksydacyjnym. Obserwowano 
np. wzrost fragmentacji DNA plemników po inkubacji z ukła-
dem generującym RFT. Proces ten był znacząco redukowany 
w obecności antyoksydantów [54]. Obecność pofragmentowa-
nego DNA w ejakulowanych plemnikach korelowano także 
ze zmianami w spermatogenezie oraz z morfologią plemni-
ków [66]. Niewiadomo, czy zmiany apoptotyczne w ejakulo-
wanych plemnikach są wynikiem tylko zmian zachodzących 
na poziomie spermatogonii, spermatocytów i spermatyd, czy 
fragmentacja jądrowego DNA zachodzi w fazie spermioge-
nezy (kondensacja DNA), a może dopiero po opuszczeniu ją-
dra przez plemniki, w drogach wyprowadzających. Dokładne 
poznanie mechanizmów apoptozy ludzkich plemników wy-
maga jeszcze dalszych badań.

PODSUMOWANIE

Bezspornie udowodniono, że brak równowagi pro- i anty-
oksydacyjnej w nasieniu prowadzi do zaburzeń metabo-
licznych i czynnościowych męskich komórek rozrodczych. 
Przypuszcza się, że to może być pierwotną przyczyną po-
wstawania niektórych rodzajów niepłodności. Jedną z przy-
czyn występowania stresu oksydacyjnego w nasieniu jest 
stan zapalny w obrębie męskiego układu rozrodczego. 
Czynnik infekcyjny i uszkodzenie tkanek prowadzą do 
infi ltracji leukocytów, do miejsca toczącej się reakcji za-
palnej. Aktywacja leukocytów wiąże się zaś z wytwarza-
niem i uwalnianiem dużych ilości RFT oraz uruchomie-
niem odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko 
czynnikom infekcyjnym, obejmującej m.in. wydzielanie 
wielu aktywnych substancji biologicznych, uczestniczą-
cych i nasilających proces zapalny, do których należą pro-
teazy i cytokiny prozapalne. Miejscowe działanie uwalnia-
nych przez leukocyty substancji czynnych w toku toczącej 
się reakcji zapalnej oraz wzajemne interakcje poszczegól-
nych mediatorów zapalenia (leukocyty, cytokiny prozapal-
ne, bakterie) wydają się interesującym i ostatnio często po-
dejmowanym tematem badawczym, mającym bezpośrednie 
implikacje praktyczne.
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