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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Badania epidemiologiczne dotyczace nieptodnosci meskiej donosza o nasileniu wystgpowania tzw.
nieptodnosci idiopatycznej, w ktérej nie mozna w sposéb jednoznaczny wskazaé przyczyny bra-
ku prokreacji. Ostatnio duza uwage poswigca si¢ reakcjom oksydo-redukcyjnym, ktére moga mieé
znaczacy udzial w etiopatogenezie nieptodnosci. Kazda zywa komorka jest zdolna do wytwarzania
reaktywnych form tlenu, takich jak: anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, tlen single-
towy czy nadtlenek wodoru. Cecha ta dotyczy réwniez megskich komoérek rozrodczych. Pewne ilo-
Sci reaktywnych metabolitéw tlenowych, powstajace w warunkach fizjologicznych w taricuchu od-
dechowym, sa niezbgdne do zachowania prawidlowej funkcji plemnikéw. W wyniku nadmiernego
wytwarzania RFT lub wyczerpania mozliwosci kompensacyjnych uktadu antyoksydacyjnego w na-
sieniu, dochodzi do stresu oksydacyjnego. Diugotrwata ekspozycja plemnikéw na RFT jest przy-
czyna zmian peroksydacyjnych w lipidach bton komérkowych plemnikéw, ma niekorzystny wplyw
na strukture receptoréw btonowych, bialek enzymatycznych i transportowych oraz zwigksza po-
ziom fragmentacji plemnikowego DNA. Praca jest proba podsumowania wiedzy dotyczacej ukta-
du redoks w nasieniu me¢skim i skutkéw dziatania stresu oksydacyjnego na funkcje plemnikow.

reaktywne formy tlenu * antyoksydanty ¢ stres oksydacyjny ° nasienie ¢ uszkodzenia
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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 identified.
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.

reactive oxygen species * antioxidants ¢ oxidative stress * semen ° peroxidative damage
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ATP - adenozynotrojfosforan; cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan; DHA - kwas dokozaheksanowy; DNA -
kwas deoksyrybonukleinowy; mtDNA - mitochondrialny kwas deoksyrybonukleinowy; DPI - jodonian dwufenylowy;
FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy, postac utleniona; FasL - ligand receptora Fas; FMLP - n-formylo-
metionylo-leucylo-fenyloalanina; FMN - mononukleotyd flawinowy, postac utleniona; GPx - peroksydaza
glutationowa; GR - reduktaza glutationowa; GSH - zredukowany glutation; GSSG - utleniony glutation
(dwusiarczek glutationu); LPO - peroksydacja lipidow; MDA - dialdehyd malonowy; MPO - mieloperoksydaza;
NAD - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy, postac utleniona; NADH - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy,
postac zredukowana; NADPH - fosforan dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego, postac zredukowana; NOS -
Syntaza tlenku azotu; PKA - kinaza biatkowa A; PLA2 - fosfolipaza A2; PMA - 12-mirystynian, 13-octan forbolu;
RFT - reaktywne formy tlenu; SOD - dysmutaza ponadtlenkowa; Cu,ZnSOD - cytoplazmatyczna dysmutaza
ponadtlenkowa; MnSOD - mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa; EC-SOD - pozakomdrkowa dysmutaza
ponadtlenkowa; TBA - kwas tiobarbiturowy; TNF-ox - czynnik martwicy nowotworu-alfa; WKT - wielonienasycone
kwasy ttuszczowe; ZP - ostonka przejrzysta

Wykaz symboli:

B~ - rodnik biatkowy; BH - taricuch boczny biatka; BOO " - biatkowy rodnik nadtlenkowy; H,0, - nadtlenek

wodoru; HOCI - kwas podchlorawy; L - rodnik lipidowy; LH - taficuch boczny kwasu ttuszczowego; LOO ™ -
lipidowy rodnik nadtlenkowy; LOOH - nadtlenek kwasu ttuszczowego; NO ™ - tlenek azotu; NO,, - dwutlenek azotu;
102 - tlen singletowy; 0, - tlen czasteczkowy; 0, - anionorodnik ponadtienkowy; OH - rodnik hydroksylowy;
ONOO- - nadtlenoazotyn; RNCI, - dwuchloraminy; RNH,, - zwiazki z grupa aminowa; RNHCI - chloraminy;

-SH - grupa sulfhydrylowa; -S-S- - mostek dwusiarczkowy

1. SYSTEM REDOKS W NASIENIU

W ostatnich latach, reaktywne formy tlenu (RFT) sa nie-
zwykle popularnym i chetnie uwzgl¢dnianym czynnikiem,
w wyjasnianiu patomechanizmu wielu jednostek choro-
bowych. W badaniach nad nieptodnoscia maizeriska cze-
sto opisywane sa przypadki tzw. nieptodnosci idiopatycz-
nej, w ktérych nie mozna w sposéb jednoznaczny wskazac
przyczyny niepowodzenia w rozrodzie. Standardowa ana-
liza nasienia nie dostarcza informacji, koniecznych do
okreslenia stanu ptodnosci mezczyzny. W zwiazku z tym,
duze nadzieje wiaze si¢ z doktadnym rozpoznaniem pro-
ceséw biochemicznych zaangazowanych w ztozony pro-
ces zaptodnienia, a do nich z pewnoscia naleza uktady
pro- i antyoksydacyjne, ktére warunkuja prawidtowy me-
tabolizm plemnikow.

1.1. Reakcje wolnorodnikowe w ukladach
biologicznych

Rodzina RFT obejmuje liczng grupe produktéw jedno-,
dwu- i tréjelektronowe;j redukcji czasteczki tlenu (O,) oraz
tlen singletowy ('O,). Znajduja sig¢ wsréd nich tzw. wolne
rodniki, czyli atomy lub czasteczki, zdolne do samodziel-
nego istnienia, majace jeden lub wigcej niesparowanych
elektron6w na orbicie zewngtrznej, a takze nadtlenek wo-
doru (H,0,), kwas podchlorawy (HOCI) czy tlenek azotu
(NO"). Powstaja one w przebiegu reakcji wolnorodniko-

wych, zazwyczaj nieodwracalnych, z ktérych wiele stano-
wi element komérkowych szlakéw metabolicznych.

Rodnikiem wyjsSciowym, formowanym podczas jednoelek-
tronowej redukcji czasteczkowego tlenu jest anionorodnik
ponadtlenkowy (O,)

O,+e -0,

Reakcja ta jest dalej kontynuowana in vivo i bezposrednio
zwigzana z metabolizmem tlenowym komorki. Obecnosé
O, w zywej komérce nieuchronnie prowadzi do tworze-
nia nast¢pnych jego reaktywnych form, o zwigkszonej re-
aktywnosci. W obecnosci protonéw, O, jest zdolny do
spontanicznej lub enzymatycznej (katalizowanej przez
enzym dysmutaz¢ ponadtlenkowa — SOD) dysmutacji,
do H,0,i0,.

H,0,+ 0,7+ 2H+ — O, + H,0,

H,0, wystepuje w duzych stezeniach w aktywowanych ko-
morkach fagocytarnych, w czasie tzw. wybuchu tlenowe-
g0, ale jego obecnos¢ jest rowniez stwierdzona w plemni-
kach. Ten wzglednie stabilny, cho¢ elektrycznie obojetny
zwiazek moze tatwo dyfundowac przez btony komérko-
we. Wtasciwosé ta zwigksza jego toksycznos¢ w stosun-
ku do gamet meskich. H,O, cho¢ sam nie jest rodnikiem,
fatwo ulega przeksztatceniu w taka postac¢. W systemach
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biologicznych, H,O, tatwo wchodzi w reakcje z metala-
mi przej$ciowymi, takimi jak zelazo, miedz, kobalt, man-
gan czy chrom (w reakcji Fentona) oraz z O, (w reakcji
Habera-Weissa). Produktem obu tych reakcji jest rodnik
hydroksylowy (OH") o bardzo silnych wtasciwosciach
utleniajacych.

O0,~+H,0, — O, + OH" + OH" (reakcja Habera-Weissa)
Fe’* + H,0, — Fe** + OH" + OH" (reakcja Fentona)

Czynnikiem limitujacym tg reakcje jest dostgpnos¢ jondw
zelazawych (Fe?). Sg one regenerowane przez sam O, za
posrednictwem redukcji.

O,~+Fe* - Fe* + O,

Reduktorami tej reakcji moga by¢ réwniez takie substancje,
jak askorbinian, NADPH, zredukowany glutation, cysteina
Iub grupy tiolowe biatek. W reakcjach tych, Fe** czy Cu?
petnia rolg katalityczna, co sprawia, ze zachodza one nawet
przy ich bardzo matych st¢zeniach. Dlatego organizm dyspo-
nuje wieloma mechanizmami, umozliwiajacymi silne wiaza-
nie jonéw metali przejSciowych z biatkami. W plazmie na-
siennej, zelazo i miedZ moga wystgpowac w stanie wolnym
i w ten sposob podtrzymywac stres oksydacyjny [49].

Powyzsze reakcje wyjasniaja mechanizm tworzenia naj-
bardziej niebezpiecznej RFT w uktadach biologicznych, tj.
rodnika hydroksylowego. Okres trwania OH™ wynosi okoto
10" sekundy. Reaguje on z ogromnag szybkoscia w miej-
scu powstania z pierwsza czasteczka organiczna lub jonem
metalu, ktére napotka na swej drodze. Ta wtasciwos¢ czy-
ni go bardzo szkodliwa czasteczka, nawet dla samej zakty-
wowanej komérki fagocytarnej. Duze ilosci OH™ powstaja
w leukocytach zdolnych do fagocytozy w czasie wybuchu
oddechowego, w reakcji katalizowanej przez enzym mie-
loperoksydaze (MPO).

H,0, + CI- = OH’ + HOCI

W stanie zapalnym, MPO obecna w fagocytach, utlenia jony
chlorkowe, przy wspétudziale H,0, do HOCI, o silnym po-
tencjale oksydacyjnym. Kwas ten moze reagowac z wieloma
zwigzkami zawierajacymi grupy aminowe (RNH,) do chlo-
ramin (RNHCI) i dwuchloramin (RNCI,), ktére zachowu-
ja wlasciwosci utleniajace. HOCI jest silnym utleniaczem,
utleniajacym grupy sulfthydrylowe (-SH) biatek i zwiazkéw
niskoczasteczkowych do dwusiarczkéw lub kwaséw sulfo-
nowych. Reaguje réwniez z resztami nienasyconych kwa-
séw ttuszczowych fosfolipidéw i z cholesterolem.

Czes¢ tlenu czasteczkowego podlega reakceji tworzenia tlenu
singletowego ('O,). Tlen singletowy nie jest wolnym rod-
nikiem, ale energia jego czasteczki jest duzo wigksza, niz
energia tlenu w stanie trypletowym. W ten sposéb moze on
oddziatywac z innymi czasteczkami, przekazujac im swo-
ja energi¢ wzbudzenia. Przytacza si¢ do wigzan podwdj-
nych wielonienasyconych kwaséw tluszczowych (WKT),
powodujac powstawanie nadtlenkéw tych lipidéw bez po-
Srednictwa reakcji wolnorodnikowej. Reaguje tez z resz-
tami aminokwaséw biatek (najbardziej podatne sa resz-
ty histydyny i metioniny) oraz z kwasami nukleinowymi
(gléwnie z purynami).

Innym rodnikiem, tworzonym w uktadach biologicznych,
w wyniku reakcji metabolicznych, jest tlenek azotu (NO”).
Jest on wytwarzany przez syntezg¢ z L-argininy z udzia-
fem syntazy tlenku azotu (NOS). Kofaktorami tej reak-
cji sa NADPH, FMN, FAD, kalmodulina i wapni. Syntazy
NO'’ naleza do dwéch grup. Jedna obejmuje formy zalez-
ne od jonéw wapnia i od biatka posredniczacego w wie-
lu oddziatywaniach jonéw wapnia — kalmoduliny (cNOS),
druga zas, to formy niezalezne od kalmoduliny i wapnia
(iNOS). NO' reguluje wiele funkcji w meskim ukladzie
rozrodczym, a od 1996 roku wiadomo, ze moze by¢ row-
niez generowany w plemnikach [52].

L-arginina — NO’ + cytrulina
O, +NO" — ONOO-
ONOO™ + H* - OH" + NO,~

NO’ moze wchodzi¢ w reakcje z O,*, tworzac nadtlenoazo-
tyn (ONOO"). Ta reakcja ma duze znaczenie biologiczne
i prowadzi do unieczynnienia O, i NO'. Jednak powstaty
ONOOr, ktéry sam nie jest rodnikiem, moze by¢ Zrédtem
wysoce toksycznego dla komérek OH' i dwutlenku azotu
(NO,), bedacego réwniez wolnym rodnikiem.

Wolne rodniki powstajace w organizmie ludzkim moga
inicjowac serie reakcji, ktére trwaja az do chwili ich usu-
nigcia w kolejnych reakcjach z innymi wolnymi rodnika-
mi, badZ do chwili ich unieczynnienia przez system anty-
oksydacyjny.

1.2. Uklad antyoksydacyjny w nasieniu

Dla zapewnienia naturalnej funkcji ustroju, niezbedne jest

istnienie réwnowagi migdzy formowaniem RFT i dziataniem

ochronnego systemu antyoksydacyjnego, czyli wytwarzaniu

RFT powinna towarzyszy¢ ich neutralizacja. Prawidtowe

funkcjonowanie obrony antyoksydacyjnej oparte jest na

usuwaniu niebezpiecznych dla komérek RFT i tym samym

ochronie komoérki przed strukturalnym zniszczeniem. Istota

sprawnego systemu obronnego jest:

1) niedopuszczenie do reakcji RFT ze sktadnikami komér-
ki (pierwsza linia obrony),

2) przerwanie tancuchowych reakcji wolnorodnikowych
(druga linia obrony) oraz

3) usuwanie skutkéw reakcji RFT z makromolekutami ko-
morkowymi (trzecia linia obrony).

System antyoksydacyjny obejmuje wiele sktadnikéw, wza-
jemnie wspotdziatajacych ze soba, a niedobdr kazdego z nich
moze powodowaé obnizenie catkowitego potencjatu antyok-
sydacyjnego. Ze wzgledu na szczeg6lnag wrazliwos¢é meskich
komorek rozrodczych na utleniajace dziatanie RFT, nasienie
ssakéw wyposazone jest w wiele réznorodnych enzymow
i zwiazkOw nieenzymatycznych, neutralizujacych nadmiar
RFT, umiejscowionych zaréwno w plazmie nasiennej, jak
i wewnatrz plemnikéw. 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 katalizujacym
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reakcje dysmutacji O, do H,0, 1 O, (1.1.1.). Rodzina biatek
SOD obejmuje trzy biatka, w zaleznosci od metalu obecne-
go w centrum aktywnym. W organizmach ssakéw wystepu-
ja trzy rodzaje SOD. W cytoplazmie znajduje sig¢ SOD za-
wierajaca miedzZ i cynk (Cu,ZnSOD; SOD-1). Czasteczka
tego biatka jest homodimerem, czyli sktada si¢ z dwéch
identycznych podjednostek. Kazda podjednostka zawiera po
151 reszt aminokwasowych (masa czasteczkowa 16 kDa).
U czlowieka, gen kodujacy SOD-1 jest umiejscowiony
w chromosomie 21. W macierzy mitochondrialnej obec-
na jest SOD, zawierajaca mangan w centrum aktywnym
(MnSOD; SOD-2). Jest ona tetramerem zlozonym z czte-
rech podjednostek o masie czasteczkowej okoto 20 kDa,
kazda. Enzym ten kodowany jest przez gen, znajdujacy si¢
w chromosomie 6. Z kolei na zewnatrz komorek, zwigzana
gtéwnie z wielocukrowcami powierzchniowymi znajduje
sig¢ tzw. pozakomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa (extra-
cellular superoxide dismutase — EC-SOD). Jej czasteczki
zlozone sa z czterech podjednostek i zawieraja reszty cu-
krowcowe. EC-SOD jest biatkiem strukturalnie podobnym
do SOD-2, ale zawierajacym Cu i Zn w centrum katali-
tycznym. Wiazanie tego enzymu do powierzchni komérek
moze by¢ efektywnym sposobem ochrony komérek przed
O,", generowanym w Srodowisku zewnetrznym, stad cza-
sami nazywa si¢ go ,,miejscowo specyficznym” enzymem
ochronnym. Stwierdzono silng ekspresjg Cu,ZnSOD w ca-
tym najadrzu [43]. Z kolei EC-SOD wystepuje w duzych
ilosciach zaréwno w najadrzu, jak i w kanalikach nasien-
nych [57]. Dziatanie SOD ma znaczenie dla ochrony pro-
cesu spermatogenezy. Plazma nasienna zawiera duzo ak-
tywnej SOD, wigcej od innych ptynéw pozakomérkowych
[47,56]. 75% catkowitej aktywnosci SOD w plazmie nasien-
nej przypada na CuZnSOD, a pozostate 25% na EC-SOD,
zwiazanej gtéwnie z obszarem wstawki u plemnikéw o naj-
lepszej ruchliwosci [59]. Oba te izoenzymy ptynu nasien-
nego pochodza z prostaty. Plemniki réwniez sa dobrze
wyposazone w SOD, w tym w MnSOD oraz duze aktyw-
nosci Cu,ZnSOD, nawet wigkszej, w poréwnaniu z taki-
mi tkankami jak nerki czy ptuca [67]. Wykazano bezpo-
Sredni zwiazek migdzy aktywnoscia SOD w plemnikach
i ich ruchliwoscia. Dodatek egzogennej SOD do zawiesi-
ny plemnikéw chronit ich zywotnos¢ i znaczaco obnizat
spadek ruchliwosci w czasie, przez hamowanie destruk-
¢ji bton biologicznych [47]. Inni badacze nie potwierdza-
li wptywu SOD na jako$¢ nasienia i potencjat zaptadnia-
jacy plemnikéw in vivo lub in vitro [40,84].

Do najbardziej efektywnych antyoksydantéw enzymatycz-
nych nasienia oprécz SOD zalicza si¢ enzym zwany kata-
laza (EC 1.11.1.6). Katalizuje on reakcj¢ dysproporcjona-
¢ji H,0, do 0,71 H,O.

H,0, - 02,*+ H,0

Biatko katalazy jest tetramerem, zlozonym z czterech
podjednostek o masie czasteczkowej okoto 60 kDa kazda.
Zawiera grupe hemowa i miejsce wigzania dla NADPH.
Swoistym inhibitorem katalazy jest 3-amino-1,2,4-triazol.
Jej swoistos¢ do H,0O, wzrasta dopiero przy wyzszych stgze-
niach substratu, >10° M, co wystepuje albo podczas wybu-
chu oddechowego fagocytéw, albo przy nadekspresji SOD,
uwalniajacej duze ilosci H,0,. Z tego tez powodu sugeruje
si¢ jej udzial razem z SOD w ochronie plemnikéw przed
toksycznym dzialaniem tlenu w czasie stanu zapalnego,

w meskim uktadzie rozrodezym [15]. Zrédtem katalazy
W nasieniu jest prostata, chociaz jej aktywnosci nie skorelo-
wano z markerami tego narzadu, takimi jak kwas cytryno-
wy czy cynk. Zlokalizowano ja zaréwno wewnatrz plemni-
kéw, jak i w plazmie nasiennej. Przy czym dotad, obecnos¢
katalazy wykazano tylko w ludzkich i szczurzych plemni-
kach [44,75]. Jej aktywnos$¢ znacznie obniza si¢ u nieptod-
nych pacjentéw z zaburzeniami ruchu [44,69].

Nastgpnym waznym enzymem, chroniagcym komorki przed
toksycznym dziataniem H,O,, jest peroksydaza glutatio-
nowa (GPx, E.C. 1.11.1.9), czyli oksydoreduktaza gluta-
tion: H,0,. Biatko tego enzymu jest tetramerem, ztozonym
z czterech identycznych podjednostek o masie czastecz-
kowej 21,5-23 kDa, z ktérych kazda zawiera atom selenu.
GPx katalizuje reakcjeg redukcji H,O,, a takze nadtlenkéw
organicznych, zwlaszcza nadtlenkéw lipidowych z udzia-

fem zredukowanego glutationu (GSH).
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0
GSSG + NADPH + H+ — 2GSH + NADP*

Powstajacy w wyniku tej reakcji dwusiarczek glutatio-
nu (GSSG) jest zwigzkiem niebezpiecznym dla komorki.
Inaktywuje biatka, tworzac mieszane dwusiarczki z biat-
kami zawierajacymi grupy tiolowe lub utlenia grupy tio-
lowe biatek, co prowadzi do powstania mostkéw disulfi-
dowych. Fizjologiczna rola GPx jest usuwanie nadmiaru
H,0,. Enzym ten ma wigksze powinowactwo do H,0O,,
w stosunku do katalazy, co sugeruje jego istotniejsza role
w sytuacjach, w ktérych stezenia H,O, sa mate. Kierujac
atak H,0, na GSH, zapobiega jego udzialowi w reakcji
Fentona i tworzeniu OH'. GPx $cisle wspdéldziata z re-
duktaza glutationowa (GR, EC 1.6.4.2), enzymem odtwa-
rzajacym zredukowana posta¢ GSH kosztem utleniania
NADPH. Wykazano obecno$¢ GPx w plazmie nasiennej
i skorelowano z m¢ska nieptodnoscia [28]. Poréwnywalne
aktywnosci GPx, u zdrowych me¢zczyzn i u mezczyzn po
wasektomii, sugeruja pochodzenie tego enzymu z prosta-
ty [79]. W plemnikach GPx jest umiejscowiona w macie-
rzy mitochondrialnej. Jej aktywnos¢ w duzym stopniu jest
zwiazana z poziomami selenu w nasieniu. Pierwiastek ten
naturalnie wystgpuje w duzym stezeniu w ejakulacie i od-
grywa wazng rol¢ w podtrzymaniu sprawnosci seksualnej
mezczyzn [35]. Wykazano udziat GPx w ochronie plem-
nikéw przed utrata ruchliwosci, w wyniku spontanicznej
peroksydacji lipidéw [10].

Dziatanie triady enzymatycznej (SOD, katalaza i GPX/
GR), jest wspomagane przez antyoksydanty niskoczastecz-
kowe, licznie reprezentowane w nasieniu. Naleza do nich
tiole, kwas askorbinowy [25], kwas moczowy [73], tau-
ryna, hipotauryna [11], a--tokoferol [72] i inne. Na uwage
zasluguja zwiazki tiolowe, a wsréd nich wspomniany juz
wczesniej GSH oraz aminokwasy, homocysteina i cyste-
ina. GSH petni funkcje ochronna na wszystkich trzech li-
niach obrony antyoksydacyjnej. Do najwazniejszych zadan
GSH w komoérkach nalezy: utrzymywanie grup tiolowych
biatek w postaci zredukowanej, reakcje z nadtlenkami or-
ganicznymi, z H,0,, z wolnymi rodnikami oraz z dwu-
siarczkami bialek. Poziom GSH w plemnikach jest uzu-
petiany przez komoérki Sertolego w celach ochronnych
przed RFT oraz jako Zrédto aminokwaséw dla spermato-
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genezy [53]. Obserwowano spadek zredukowanego GSH
wewnatrz plemnikéw u mezczyzn nieptodnych [16,58].
Z kolei cysteina jest prekursorem aktywnych biologicznie
zwigzkdw, takich jak hipotauryna i tauryna, neutralizuja-
cych dziatanie HOCI.

Wtasciwosci antyoksydacyjne plazmy nasiennej u ludzi,
wspomagane sa dodatkowo przez prostasomy. Te swoiste
dla czlowieka, organella komdérkowe, bogate w choleste-
rol i sfingomieling, oprécz wielu waznych funkcji w pro-
cesie zaptodnienia, maja tez wtasciwosci antyoksydacyjne.
Nie wykazano w nich wprawdzie aktywnosci SOD, a ich
antyoksydacyjna funkcje wiaze si¢ z ich interakcja z leu-
kocytami obecnymi w nasieniu, co sugeruje ochronna
role wobec plemnikéw w stanach leukocytospermii.
Najprawdopodobniej, prostasomy redukuja zdolnos¢ leu-
kocytéw do wytwarzania O,*, przez hamowanie aktywnosci
btonowej oksydazy NADPH, chociaz mechanizm tej inte-
rakcji nie zostal jeszcze dobrze poznany [63,64].

1.3. RFT a fizjologia plemnikéw

RFT w matych stezeniach, sa nieodlacznym elementem
proceséw fizjologicznych plemnika, prowadzajacych do
zaptodnienia komoérki jajowej. Ich pozytywna rola zazna-
cza si¢ juz na etapie réznicowania komodrek gametogenicz-
nych w gonadzie mg¢skiej. Tutaj RFT uczestniczg w proce-
sie kondensacji DNA. W gonadzie mg¢skiej biora tez udziat
w lokalnym systemie regulacyjnym, kontrolujacym wydaj-
nos¢ spermatogenezy, przez indukcje dwoch przeciwstaw-
nych proceséw, apoptozy i proliferacji [2].

Zaptodnienie jest skomplikowanym i wieloetapowym pro-
cesem, obejmujacym nastgpujace fazy: kapacytacje plemni-
kéw, wzajemne ,,rozpoznawanie” gamet, penetracjg oston-
ki przejrzystej, reakcj¢ akrosomalna, polaczenie plemnika
z btong komoérkowa oocytu i uruchomienie mechanizméw
zapobiegania polispermii. Plemniki musza przejs¢ wiele
zmian molekularnych i metabolicznych, aby byty zdolne
do fuzji z komérka jajowa. Zmiany te obejmuja m.in. mo-
dyfikacje struktury i zmiany w topografii lipidéw i biatek
bton komérkowych czy zmiany powinowactwa w wiaza-
niu ligandéw cukrowcowych. Wszystkie te odwracalne
zmiany, jakim podlega btona komdrkowa giéwki i witki
plemnika przed zaptodnieniem, okresla si¢ mianem kapa-
cytacji i zachodza one w zenskich drogach rozrodczych.
Elementem niezbednym do przygotowania plemnika do
penetracji komorki jajowej jest tzw. hiperaktywacja ga-
met meskich, przejawiajaca si¢ w zmianie charakteru ich
ruchu oraz w zwigkszeniu predkosci i sity ruchow witki.
Bez osiagnigcia stanu hiperaktywacji plemniki pozostaja
niezdolne do wigzania z ostonka przejrzysta (zona pelluci-
da —ZP) oocytu, a co za tym idzie sa niezdolne do zaptod-
nienia komorki jajowej. Kontakt skapacytowanego plem-
nika ze wzgérkiem jajonosnym lub ostonka przejrzysta
jest sygnatem do zajscia reakcji akrosomalnej, podczas
ktérej dochodzi do: 1) fuzji plazmolemmy plemnika z ze-
wnetrzng btong akrosomalna, 2) uwolnienia enzymatycz-
nej zawartosci akrosomu (organellum komérkowe zblizo-
ne do lizosomu, w prawidtowym plemniku umiejscowione
w przedniej czgsci plemnika, na szczycie jego gtéwki, bez-
posrednio pod plazmolemma) i 3) ekspozycji wewnetrz-
nej blony z przylaczonymi do niej enzymami. Uwolnione
enzymy akrosomalne indukuja penetracj¢ plemnika i po-

woduja jego zagltebienie w ostonce przejrzystej. Po przej-
Sciu przez ostonke przejrzysta nastgpuje fuzja plemnika
z komérka jajowa.

Proces nabywania przez gamety mg¢skie zdolnosci do za-
ptodnienia jest nieodtaczna czgscia metabolizmu tleno-
wego plemnikéw i wigze sig z procesami oksydacyjnymi,
a wzrost w tym czasie wytwarzania O,~ i w konsekwencji
H,O, w plemnikach jest jednym z podstawowych elemen-
téw tego procesu. O, nazywany jest fizjologicznym me-
diatorem hiperaktywacji i kapacytacji ludzkich plemnikéw.
Wskazuja na to do§wiadczenia, w ktérych plemniki podda-
wano dziataniu uktadu: ksantyna + oksydaza ksantynowa
(ukfad generujacy O,*) w obecnosci katalazy usuwajacej
H,0,, uzyskujac silng hiperaktywacje. Z kolei SOD blo-
kowata hiperaktywacj¢ i kapacytacje¢ plemnikéw, zarow-
no spontaniczng, jak i indukowana przez O, [22,23,82].
Kapacytacje indukowano réwniez in vitro matymi st¢zenia-
mi H,0, w plemnikach chomiczych [17] i ludzkich [32].

Mechanizm, w oparciu o ktéry RFT stymuluja te proce-
sy jest SciSle zwiazany ze wzrostem st¢zenia Ca** i cAMP
we wnetrzu komorki. Z kolei cAMP, jako drugi przekaz-
nik, razem z kinaza biatkowa A (PKA) jest niezbedny do
fosforylacji reszt tyrozynowych biatek blonowych. Oprécz
indukcji procesu fosforylacji tyrozynowej, wzrost poziomu
cAMP w plemniku nastawia przemiany weglowodanowe na
zwigkszone wytwarzanie ATP w komoérce, w celu zwigk-
szenia ruchliwosci plemnikéw, niezbe¢dnej w czasie poko-
nywania ostonki przejrzystej oocytu. Stymulacja fosfory-
lacji tyrozynowej jest wigc najwazniejszym wydarzeniem
w procesie kapacytacji plemnikéw i jest regulowana przez
system redoks komoérki plemnikowej [9,50]. Zwiazki mig-
dzy wytwarzaniem RFT, a poziomem cAMP i fosforylacja
reszt tyrozynowych bialek nie sa jeszcze do konica pozna-
ne. Sugeruje si¢, ze RFT indukuja proces kapacytacji i re-
akcji akrosomalnej posrednio, regulujac stezenie Ca**, po-
przez wzrost pH w komérce, prawdopodobnie uczestniczac
w aktywacji wymiennika Na*/H* w btonie plazmatyczne;j.
Przypuszczalnie O, bierze tez udzial w inaktywacji pompy
ATP-Ca*, zwiekszajac tym samym bierna przepuszczalnosé
btony komérkowej dla Ca**. Z kolei stymulacja fosforyla-
cji tyrozyny w czasie kapacytacji plemnikéw przez H,0,,
moze si¢ odbywac albo przez bezposrednia aktywacje ki-
naz tyrozynowych, albo przez hamowanie fosfataz tyrozy-
nowych [24,36]. Poza tym H,0, aktywuje bezposrednio cy-
klaze adenylanowa do wytwarzania cAMP, prowadzac do
wzrostu stezenia Ca’>* wewnatrz plemnikéw [62].

RFT moga takze utatwiaé reakcj¢ akrosomalna przez wzrost
aktywnosci fosfolipazy A, (PLA). Enzym ten jest obecny
w ludzkich plemnikach i katalizuje reakcje hydrolizy fosfo-
lipidéw do kwasu arachidonowego. Powstaty w tej reakcji
arachidonian jest gtéwnym produktem fuzji btony plazma-
tycznej plemnika i zewngtrznej blony akrosomalnej w cza-
sie reakcji akrosomalnej. Warto podkreslié, ze aktywnos¢
PLA jest stymulowana stezeniem Ca* w komérce i pozio-
mem produktéw peroksydacji wewnatrzbtonowych. RFT,
poprzez inicjacj¢ niskich pozioméw peroksydacji lipidéw
stwarzaja dogodne warunki dla PLA , umozliwiajac tym
samym przygotowanie plemnika do zaptodnienia [29].

Udokumentowano réwniez udziat NO* w kapacytacji i re-
akcji akrosomalnej plemnikéw. Dziatanie matych stgzen
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NO'" indukuje reakcje kapacytacji w ludzkich plemnikach,
w obecnosci H,0, [83]. Z kolei poprzez dziatanie na cy-
klaze adenylanowa, NO" zwigksza poziom cAMP w ko-
morce. Badania sugeruja réwniez udziat NO™ w reakcji
kapacytacji, przez bezposrednie oddziatywanie na proce-
sy fosforylacji reszt tyrozynowych dwdch biatek plemni-
kowych, p81 i pl05. NO" moze tez bezposrednio party-
cypowaé¢ w zdolnosci plemnikéw do zaplodnienia, przez
udzial w penetracji ostonki przejrzystej i fuzji plemnika
z komorka jajowa [37,38].

Niekwestionowana rola RFT w procesie zaptodnienia wig-
ze si¢ Scisle z ich funkcja przekaznikowa. RFT uczestnicza
w gléwnych szlakach przekazywania informacji do komor-
ki czy interakcji migdzykomdrkowych i dzigki temu moga
modyfikowa¢ procesy metaboliczne na réznych etapach,
a charakter 1 wielko$¢ tych modyfikacji zalezy od natury,
ilosci i dostgpnosci reaktywnych metabolitéw.

1.4. Drogi wyrzutu RFT

Przy zastosowaniu inhibitoréw wyrzutu RFT w potaczeniu
z frakcjonowaniem plemnikéw, wykazano, ze w plemnikach
zwierzgcych istnieja co najmniej dwa mechanizmy wytwa-
rzania RFT: mitochondria i wyciek elektronéw w taricuchu
oddechowym oraz kompleks enzymatyczny zawarty w bto-
nie komérkowej, czyli blonowa oksydaza NADPH.

Enzym, oksydaza NADPH (EC 1.6.2.4), jest uktadem bia-
ek przenoszacych elektrony z wewnatrzkomoérkowej puli
NADPH na czasteczki tlenu na zewnetrznej powierzchni
btony plazmatycznej. Enzym ten nie jest swoisty dla ko-
morek fagocytujacych. Jego obecnos¢ stwierdzono row-
niez w btonie plazmatycznej komérek niefagocytarnych,
m.in. komorek srédbtonka, fibroblastow, komoérek mezan-
gialnych, mig¢sni gtadkich naczyn krwionosnych, tarczy-
cy, a takze meskich komérek rozrodczych. Istnieja znacz-
ne roznice w strukturze i aktywnosci migdzy plemnikowa
oksydaza NADPH i dobrze scharakteryzowanym enzymem
fagocytow. U tych ostatnich, w sktad biatkowego kom-
pleksu wchodza: zwiazane z btona, flawoproteina o masie
czasteczkowej okoto 150 kDa i cytochrom b558, ktérego
czasteczki sa zbudowane z dwdch podjednostek p22phox
i gp91 oraz dwa sktadniki cytoplazmatyczne, p47phox
1 p67phox, ktére przemieszczaja si¢ do btony podczas ak-
tywacji granulocytéw. Nie stwierdzono natomiast obecno-
Sci podjednostek p22phox, p47phox i p67phox w plemni-
kach szczurzych [76].

NADPH + O, — NAD* + H" + 20, ,,wybuch oddechowy”

Aktywno$¢ plemnikowej oksydazy NADPH jest znacza-
co mniejsza, w poréwnaniu z enzymem fagocytow [13].
Fizjologicznymi stymulatorami wybuchu tlenowego fago-
cytéw sa gtéwnie bakterie i inne czynniki infekcyjne. Moze
by¢ on pobudzany réwniez przez wiele innych czynnikéw,
do ktérych naleza m.in.: czynniki chemotaktyczne fago-
cytow (np. n-formylo-metionylo-leucylo-fenyloalanina —
FMLP), estry forbolu (np. 12 -mirystynian,13-octan forbolu
—PMA), jonofory Ca* czy czastki opsonizowane obcego
pochodzenia (np. opsonizowany zymosan). W przeciwien-
stwie do leukocytéw, induktory te nie stymuluja oksyda-
zy NADPH do zwigkszonego wytwarzania O,> w plem-
nikach, z wyjatkiem uszkodzonych ludzkich plemnikéw,

ktore odpowiadaja aktywacja blonowej oksydazy NADPH
i w konsekwencji zwigkszonym wytwarzaniem O, w od-
powiedzi na PMA [30]. Wykazano tez, ze aktywnos¢ blo-
nowej oksydazy NADPH jest stymulowana przez NADPH,
ale hamowana przez inhibitory flawoprotein, w szczegol-
nosci przez jodonian dwufenylowy (iodonium diphenyle-
ne — DPI). Ta wtasciwos¢ dotyczy zaréwno plemnikéw, jak
i leukocytow [S]. Znajomos¢ struktury oksydazy NADPH
moze pomdéc w wyjasnieniu komoérkowych mechanizméw
regulujacych funkcj¢ plemnikéw i rozwoju strategii anty-
koncepcji, skierowanej przeciw gamecie meskiej.

Drugim istotnym zZrédtem O, i w konsekwencji H,0O, sa mi-
tochondria i zachodzacy w nich proces fosforylacji oksyda-
cyjnej. Polega on na przenoszeniu atoméw wodoru na tlen
przez uklady oksydo-redukcyjne dehydrogenaz, a energia
uwolniana podczas tego procesu wykorzystywana jest do
syntezy ATP. Przeptyw elektronéw przez taricuch odde-
chowy nie jest szczelny i pewna ich czgs¢ ,,przecieka” na
zewnatrz. W wyniku jednoelektronowej redukcji powstaja
duze ilosci O,*. Za wyciek elektronéw w faricuchu odde-
chowym sa odpowiedzialne flawoproteina — dehydrogena-
za NADH i ubichinon. Tlos¢ powstajacego O, w laficu-
chu oddechowym, zalezy przede wszystkim od dostgpnosci
samego tlenu i substratéw dla odpowiednich dehydroge-
naz, takich jak pirogronian, jablczan, mleczan czy bursz-
tynian. Dodatek niektérych z nich do zawiesiny szczurzych
plemnikéw najadrzowych, dramatycznie zwigksza wytwa-
rzanie RFT [76].

Udokumentowano takze udziat diaforazy (EC 1.6.99.2),
czyli oksydoreduktazy NADH, w wytwarzaniu O,* przez
plemniki. Najwigksza aktywnos$¢ tego enzymu wystepu-
je w mitochondrium i jest on zintegrowany z taiicuchem
oddechowym. Enzym ten jest umiejscowiony w regionie
wstawki plemnika i znajduje si¢ w Scistym polaczeniu z tan-
cuchem mitochondrialnym. Ta reduktaza chinonowa kata-
lizuje przeniesienie jednego elektronu na chinony, tworzac
rodnik semichinonowy, ktéry w obecnosci tlenu czastecz-
kowego moze ulegac autoutlenianiu tworzac O, [27].

Zrédiem duzych ilosci O, i w konsekwencji, H,0, w na-
sieniu jest takze 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 réwniez aldehydy do odpowiednich
kwaséw karboksylowych. W trakcie reakcji, czasteczki tle-
nu podlegaja redukcji, zaréwno jedno-, jak i dwuelektro-
nowej. W pierwszym przypadku produktem redukcji jest
O,*, w drugim H,O,. Zaobserwowano wzrost aktywno-
Sci oksydazy ksantynowej w plemnikach u nieptodnych
mezczyzn [48].

1.5. Plemniki i leukocyty jako komoérkowe zZrodia
RFT w nasieniu

Plemniki konstytutywnie generuja RFT, ktére w warun-
kach fizjologicznych powstaja w taricuchu oddechowym
i sa niezbedne do zachowania prawidlowej czynnosci ga-
met typu przekazywanie sygnatow wnetrzatrz- lub miedzy-
komoérkowych, czy zaptodnienie komorki jajowej. RFT sa
obecne w komoérkach, w matych stezeniach, ktére jednak
moga ulec zwigkszeniu, wskutek bodZcéw zewngtrznych. Sa
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dwa potencjalne Zrédta RFT w nasieniu: leukocyty i plem-
niki. Niektore wczesniejsze badania udowadniaty domina-
cj¢ plemnikéw w wytwarzaniu RFT w grupie pacjentéw
z oligozoospermia, w stosunku do zdrowych osobnikéw
z normozoospermia [3]. Brak duzej przestrzeni cytopla-
zmatycznej wewnatrz plemnikéw zapewnia wystarczajacy
dostep do NADPH, jako substratu, do utrzymywania sta-
tych, niewielkich ilosci O,*, niezbednych w procesie kapa-
cytacji. Jesli ilos¢ cytoplazmy zwigksza sig, np. w uszko-
dzonych plemnikach, majacych resztki cytoplazmy wokot
wstawki, zwigksza sig dostgpnos¢ NADPH i powstaje O,
w ilo$ciach, przy ktérych moze dojs¢ do indukeji uszko-
dzen peroksydacyjnych [8].

Wigkszos¢ badaczy sugeruje jednak udzial leukocytow,
jako gtéwnej frakcji komdrkowej nasienia, w wytwarza-
niu RFT. Powszechna obecno$¢ leukocytéw w nasieniu,
z dominujaca subpopulacja granulocytéw obojgtnochton-
nych, jest nieodtacznie zwiazana z wytwarzaniem RFT.
Wykazano takze pozytywna korelacje pomigdzy stgze-
niem leukocytéw i stopniem generacji RFT w nasieniu.
Ponadto, aktywowane granulocyty maja zdolnos$¢ do wy-
twarzania RFT setki razy wigksza niz plemniki i moga by¢
Zrédtem uszkodzen gamet meskich, wywotlanych stresem
oksydacyjnym [4]. Kliniczne znaczenie obecnosci duzej
liczby leukocytéw w nasieniu jest przedmiotem kontrower-
sji. Wzrost liczby leukocytow w nasieniu moze by¢é wy-
nikiem: nieprawidlowej spermatogenezy, dziatania szko-
dliwych czynnikéw srodowiskowych (alkohol, papierosy),
nietypowych stosunkéw piciowych czy dlugiej abstynen-
cji seksualnej. Jednak najczestsza przyczyna podwyzszo-
nej liczby komoérek fagocytarnych w ejakulatach sa infek-
cje i stan zapalny w narzadach ptciowych.

Badanie pozioméw RFT w nasieniu jest waznym czynni-
kiem determinujacym potencjal metaboliczny plemnikéw.
Plemniki maja swéj wiasny, wewnatrzkomoérkowy system
antyoksydacyjny, dodatkowo wspomagany ochronna rola
plazmy nasiennej, dla obrony przed szkodliwym wpty-
wem stresu oksydacyjnego, wywolanego przez zaktywo-
wane leukocyty. Jednak nadal nie wiadomo, ktére subpo-
pulacje plemnikéw w ejakulacie dysponuja najlepsza linia
obrony, skuteczna w neutralizacji toksycznych pochodnych
tlenu i kiedy nastgpuje przetamanie tej bariery, a wiaczaja
si¢ procesy peroksydacyjne, zaburzajace strukture i funk-
cj¢ gamety meskie;j.

2. PEROKSYDACYINE USZKODZENIA PLEMNIKOW

Zaburzenie rownowagi migdzy wytwarzaniem RFT i wydaj-
nos$cig uktadu antyoksydacyjnego prowadzi do stresu oksy-
dacyjnego, zwanego tez szokiem tlenowym. Krétkotrwaty
wzrost wytwarzania wolnych rodnikéw zazwyczaj jest do-
brze tolerowany przez komorki, ktére w takich sytuacjach
najczesciej reaguja wzmozong aktywnoscia mechanizméw
obronnych. Jednak nasilony lub dlugo utrzymujacy si¢ stan
stresu oksydacyjnego jest szkodliwy dla komdrek i jest przy-
czyna zaburzen w metabolizmie komoérkowym, bedacych
skutkiem oddziatywan RFT ze sktadnikami komdrkowy-
mi. Juz p6t wieku temu sygnalizowano, ze RFT w pew-
nych warunkach moga by¢ niebezpieczne dla gamet me-
skich [55,74]. Wielu badaczy zgodnie potwierdza istnienie
zwiazku pomigdzy peroksydacyjnym uszkodzeniem plem-
nikéw a nieptodnoscia meska [68]. Do stresu oksydacyj-

nego w nasieniu dochodzi zaréwno in vivo (Wzrost wy-
twarzania RFT przez niedojrzate i uszkodzone plemniki
w wyniku zaburzonej spermatogenezy lub infiltracja leu-
kocytéw), jak i in wvitro (obrébka laboratoryjna: wirowa-
nie, procesy zamrazania i rozmrazania). Niekontrolowany
wzrost O,* i H,0, stwarza niebezpieczeristwo wywotania
trwatych zmian w budowie makromolekut komérkowych
i waznych biologicznie makroczasteczek (ryc. 1).

2.1. Stres oksydacyjny i peroksydacja lipidow blon
komorkowych

Peroksydacja lipidéw jest jednym z wazniejszych proce-
séw biologicznych zwiazanych z dziataniem RFT. Bedac
procesem kaskadowym, zapewnia ciagla dostawe wolnych
rodnikéw, ktdre inicjuja nastgpne reakcje peroksydacji. Jak
kazdy proces wolnorodnikowy, sktada si¢ on z trzech faz:
inicjacji, prolongacji i terminacji. Wolne rodniki np. OH",
zapoczatkowuja reakcje przez odlaczenie atomu wodoru
z taiicucha bocznego (LH) WKT do wody i rodnika alki-
lowego (L") (1). Wolny rodnik kwasu ttuszczowego ulega
nastgpnie przebudowie do postaci dienowej. W reakcji pro-
longacji, L' reaguje z tlenem czasteczkowym, tworzac wol-
ny rodnik nadtlenkowy (LOO") (2). Rodnik ten odlaczajac
atom wodoru z LH kolejnego kwasu ttuszczowego, przy-
czynia si¢ do formowania nastgpnej czasteczki L™ i konty-
nuacji wyzwolonej reakcji taricuchowej, w wyniku ktérej
powstaje produkt koficowy utleniania lipidéw, tj. nadtlenek
kwasu ttuszczowego (LOOH) (3). Powyzszy cykl reakcji
konczy faza terminacji, w czasie ktorej nadtlenki lipidowe
podlegaja dalszej peroksydatywnej degradacji do produktéw
koricowych. Sa wsrdéd nich m.in.: aldehydy, a wsréd nich
najpopularniejszy, dialdehyd malonowy (MDA), hydrok-
sykwasy, w tym 4-hydroksyalkenale, 2-alkenale oraz keto-
ny czy weglowodory, takie jak etan i pentan (4). Giéwnym
produktem peroksydacji komponentu lipidowego bton ko-
morkowych i jednoczesnie bardzo dobrym markerem do
badania tego procesu jest MDA. Wykorzystuje si¢ tu re-
akcje barwng pomiegdzy produktami peroksydacji lipidow
i kwasem tiobarbiturowym (TBA). Akumulacja tych zmo-
dyfikowanych, uszkodzonych czasteczek lipidéw nieuchron-
nie prowadzi do obnizenia ptynnosci bton, a zmieniona
struktura bton komérkowych ma bezposredni wptyw na
ich funkcje receptorowe i transportowe [34].

LH+OH —L +H0 (1)
L' +0, - LOO’ 2)
LOO" +LH — LOOH + L’ A3)
L'+L —>LL 4)

LOO" +LOO" - L=0+LOH + O,
LOO +L" — L=0 + LOH

Plemniki, ze wzgledu na duzg zawartos¢ WKT w btonach
komérkowych, sa szczegdlnie podatne na peroksydacje
bton, co moze prowadzi¢ do patologii nasienia meskie-
go 1 tym samym stanowi¢ jedna z przyczyn nieptodnosci
meskiej. Jednak odpowiednia ilos¢ WKT w blonach jest
niezbgdna w procesie zaptodnienia. Podczas spermatoge-
nezy i dojrzewania gamet zachodza aktywne procesy me-
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Ryc. 1. Stres oksydacyjny i jego skutki w nasieniu

taboliczne lipidéw, regulujace wlasciwe proporcje miedzy
poszczegdlnymi sktadnikami lipidowymi bton komoérko-
wych, ktére sa niezbgdne do utrzymania fizjologicznych
funkcji plemnika. W prawidtowych, dojrzatych plemni-
kach, 50% wszystkich kwaséw ttuszczowych stanowia na-
sycone kwasy ttuszczowe, reprezentowane gtéwnie przez
kwasy, palmitynowy i stearynowy. 15% przypada na kwa-
sy mononienasycone, z wyrazna dominacja kwasu olejo-
wego. Natomiast WKT stanowig 30% wszystkich kwa-
sow ttuszczowych, z tego ponad %3 (>60%) przypada na
kwas dokozaheksanowy (DHA), a Y3 na kwas arachido-
nowy [80]. Procentowy rozktad poszczegdlnych kwaséw
tluszczowych wyraznie koreluje z morfologia gamet me-
skich i w nieprawidlowych postaciach prawie o 20% ma-
leje zawartos¢ WKT. Tak dzieje si¢ np. w leukocytosper-
mii, gdzie plemniki sa eksponowane na RFT generowane
przez leukocyty [81].

Proces peroksydacji blonowych fosfolipidéw w meskich
komérkach rozrodczych jest inicjowany przez promocyjne
dziatanie jonéw metali przejSciowych, Fe** i Cu** (reakcja
Fentona) i powszechnie uwazany za podstawowy mecha-
nizm indukowanego przez RFT uszkodzenia tych komé-
rek. Wzrost nieswoistej przepuszczalnosci bton plemnikéw

w wyniku modyfikacji strukturalnych komponentu lipido-
wego bton, jest odpowiedzialny za obnizenie ruchliwosci
i przezywalnos¢ gamet meskich, gtéwnie na skutek utra-
ty ATP [12,47], zmian w morfologii [60] i w konsekwen-
cji ma znaczenie dla funkcjonowania plemnikéw w pro-
cesie zaptodnienia [6,7].

2.2. Stres oksydacyjny i uszkodzenia bialek

Modyfikacje oksydacyjne biatek sa jednymi z wczesniej-
szych zmian, do ktérych dochodzi podczas stresu oksy-
dacyjnego. Reakcje RFT z biatkami prowadza do zmian
w ich strukturze, a tym samym do utraty aktywnosci bio-
logicznej. W czasie utleniania biatek moze dojs¢ do mo-
dyfikacji reszt aminokwasowych, modyfikacji grup pro-
stetycznych oraz agregacji lub fragmentacji czasteczek
biatkowych. Sposréd grup aminokwasowych bialek naj-
bardziej podatne na oksydacyjne uszkodzenia sa reszty
cysteiny i metioniny, ze wzgledu na obecnos¢ grup —SH,
a w dalszej kolejnosci, reszty lizyny, proliny, histydyny,
tryptofanu, fenyloalaniny, tyrozyny i argininy. Uszkodzenia
aminokwaséw aromatycznych, zwlaszcza tyrozyny, prowa-
dzi do powstania grup redukujacych w biatkach, zdolnych
do redukcji cytochromu c i metali.
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Gtéwnym mediatorem uszkodzenia biatek przez RFT jest
OH’, chociaz niektére modyfikacje tych makromolekut
komorkowych, takie jak utlenianie grup —SH do mostkéw
dwusiarczkowych (-=S—S-), moga by¢ wywotywane bezpo-
Srednio przez O,* czy H,O,. Réwniez HOCli NOO™ moga
utlenia¢ grupy tiolowe biatek i reszty metionylowe.

BH+OH — B" + H,0
B"+ 0, - BOO’

W reakcjach OH' z biatkami dochodzi do oderwania atomu
wodoru od czasteczki biatka i powstania rodnika biatko-
wego z niesparowanym elektronem (B ). Ten niesparowa-
ny elektron moze si¢ przemieszczaé w czasteczce biatka,
co prowadzi do dalszych jej modyfikacji, do rozpadu wia-
zan peptydowych wiacznie. Rodniki biatkowe moga z ko-
lei przytaczaé czasteczki tlenu, w wyniku czego powstaje
rodnik nadtlenku biatka (BOO"). Nadtlenki biatek sg sto-
sunkowo nietrwate i zamiast wchodzi¢ w reakcje z inna
czasteczka biatkowa, najczesciej reaguja z niskoczastecz-
kowym antyoksydantem, takim jak GSH czy askorbinian.
W zwiazku z tym, w przeciwienstwie do peroksydacji li-
pidéw, powstawanie nadtlenkéw bialek nie ma charakteru
reakcji tancuchowej, co w duzym stopniu obniza wydaj-
nos¢ peroksydacji biatek. W miarg starzenia si¢ komorek,
dochodzi do kumulacji utlenionych biatek, a to moze pro-
wadzi¢ do stopniowej utraty niektérych biochemicznych
i fizjologicznych funkcji komoérek i obnizenia ich podat-
nosci na mechanizmy reparacyjne [20].

Wzrost ilo$ci utlenionych biatek w gametach meskich ma
duze znaczenie dla prawidlowego przebiegu kolejnych eta-
pow procesu zaptodnienia. Moze by¢ przyczyna spadku
ATP w plemnikach, co ma ogromne znaczenie dla reak-
cji hiperaktywacji. Oksydacyjne modyfikacje w struktu-
rze 1 topografii bialek blonowych gtéwki i witki plemnika
moga zaburzaé kapacytacje, reakcje akrosomalna i w efek-
cie fuzje oocyt-plemnik, podobnie jak uszkodzenie bia-
tek enzymatycznych, np. cyklazy adenylanowej w wyniku
utleniania grup —SH do —S—S—, co zmniejsza wytwarza-
nie cAMP, gtéwnego mediatora bioracego udziat w pro-
cesie zaptodnienia [1,19].

2.3. Stres oksydacyjny i uszkodzenia DNA

Za uszkodzenia DNA jest odpowiedzialny przede wszystkim
OH’, natomiast H,0, i O,* nie powoduja zmian w skfadni-
kach kwaséw nukleinowych. Istnieja dwie koncepcje, thuma-
czace uszkodzenie DNA w nastgpstwie stresu oksydacyjne-
go: 1) uszkodzenie DNA przez OH', wytwarzane w reakcji
H,0, z jonami metali zwigzanymi z DNA (reakcja Fentona);
by¢ moze stres oksydacyjny dodatkowo wspomaga t¢ reak-
cj¢, uwalniajac jony metali przejSciowych, wskutek czego
moga si¢ one wigza¢ z DNA, 2) dziatanie posrednie, po-
przez aktywacje¢ endonukleaz, wskutek uruchomienia me-
chanizméw, prowadzacych do zwiekszenia stezenia Ca**
w komoérce. W wyniku oddziatywania OH" z kwasami nu-
kleinowymi najczesciej dochodzi do uszkodzenia zasad nu-
kleinowych, reszt cukrowcowych, rozerwania wigzan fos-
fodiestrowych taczacych nukleotydy lub tworzenia wigzan
poprzecznych DNA-biatko. Zmodyfikowane produkty za-
sad azotowych, takie jak: 8-hydroksyguanina, 8-hydroksy-
adenina, glikol cytozyny czy glikol tyminy moga podlegad

kolejnym chemicznym przeksztalceniom, prowadzacym do
ich dalszej degradacji. Produkty tych reakcji czgsto maja
charakter mutagenny. Wiele z nich stuzy tez jako markery
do badania uszkodzen DNA w komorkach [33].

Potwierdzono wrazliwos$¢ plemnikowego DNA na uszko-
dzenia oksydacyjne, a tworzenie przez RFT pojedynczych
lub podwdjnych peknigé nici DNA w gametach megskich
ma istotne konsekwencje dla ich zdolnosci rozrodczej [41].
Sa one przyczyna zaburzen dekondensacji plemnikowego
DNA przez komorke jajowa, uniemozliwiajac tym samym
wytworzenie przedjadrzy [65]. Moga tez by¢ powodem nie-
prawidlowego uksztattowania i rozwoju zarodka, co ma
szczegblne znaczenie, zwlaszcza przy stosowaniu technik
wspomaganego rozrodu. Suplementacja in vitro, nieenzy-
matycznych antyoksydantéw, takich jak: kwas askorbinowy,
kwas moczowy czy o-tokoferol, w duzym stopniu niwelu-
je anomalie w budowie chromatyny plemnikow i zmniej-
sza liczbe pegknigc nici DNA [42].

Zwraca si¢ tez uwage na znaczenie oksydacyjnych uszko-
dzent w mitochondrialnym DNA (mtDNA) w procesie za-
ptodnienia, zwlaszcza, ze plemniki sa bogato wyposazone
w te organella komoérkowe, jako Zrédio energii niezbednej
do ruchu witki [45]. Co wigcej, mtDNA jest bardziej na-
razony na uszkodzenia oksydacyjne, w poréwnaniu z ja-
drowym DNA, ze wzgledu na bliskie sasiedztwo taricu-
cha fosforylacji oksydacyjnej, ograniczone mozliwosci
naprawcze i brak bialek jadrowych, ktére moglyby chro-
ni¢ go przed uszkodzeniami.

Niewykluczone, ze mechanizm uszkodzenia DNA przez
RFT odbywa si¢ za posrednictwem procesu apoptozy.
Ostatnio zainteresowanie badaczy skupia si¢ na mechani-
zmach warunkujacych proces samobodjczej $Smierci komorki
i jego wplywie na potencjal rozrodczy gamet meskich.

2.4. Stres oksydacyjny i apoptoza plemnikéw

Apoptoza jest naturalnym procesem fizjologicznym, wyste-
pujacym w tkankach zwierzat na r6znym etapie ich rozwo-
ju. Obejmuje kaskade morfologicznych i biochemicznych
zdarzen, prowadzacych do samobdjczej smierci komérki
pod wptywem réznych czynnikéw endo- i egzogennych,
do ktérych naleza m.in. hormony, cytokiny, RFT, czynniki
infekcyjne i inne. Apoptozie towarzysza takie zmiany, jak:
obkurczenie komérki na skutek utraty wody, zageszczenie
chromatyny jadrowej, fragmentacja i degradacja DNA, re-
organizacja cytoszkieletu i zmiany w btonie komdrkowej,
prowadzace do utworzenia tzw. ciatek apoptotycznych, kt6-
re szybko ulegaja fagocytozie przez otaczajace komorki.
Dzigki temu nie dochodzi do procesu zapalnego. Sygnat
inicjujacy proces samobdjczej Smierci komorki moze po-
chodzi¢ z wngtrza komorki, a doktadniej z mitochondriéw
(np. rodzina biatek Bcl-2) albo z otoczenia komérki przez
pobudzenie receptoréw $mierci komorki (np. system biatek
Fas/FasL). Po otrzymaniu przez komoérke sygnatu apopto-
tycznego, zostaja zaktywowane enzymy, nalezace do grupy
proteaz cysteinowych zwanych kaspazami, ktére odpowia-
daja za zmiany apoptotyczne w komorce [21,46].

Badania modelowe na zwierzg¢tach potwierdzaja istotne zna-
czenie apoptozy dla prawidtowego przebiegu procesu sper-
matogenezy, regulujace liczbe komérek gametogenicznych
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w nabtonku plemnikotwdrczym, zaréwno w stanach fizjo-
logicznych, jak i patologicznych. Spontaniczna apoptoze
spermatogonii, spermatocytéw i spermatyd stwierdzano tez
w ludzkich gonadach u zdrowych mezczyzn i u pacjentow
z azoospermia, bez bloku w przewodach wyprowadzaja-
cych [70]. Apoptoza jest jednym z mechanizméw elimino-
wania komoérek nieprawidlowych, jednak kontroluje pro-
liferacje. Uwaza sig, ze za regulacjg apoptozy w gonadzie
meskiej jest odpowiedzialne gtéwnie biatko receptorowe
Fas, ktérego ekspresje wykazano na powierzchni komo-
rek gametogenicznych, jak i dojrzatych plemnikéw oraz
wspotdziatajace z nim biatko FasL, peiniace rolg ligan-
da receptora Fas, obecne na komérkach Sertolego i na po-
wierzchni plemnikéw gryzoni [51]. Niektére badania po-
twierdzaja udziat systemu Fas/FasL. w regulacji apoptozy
w gonadzie meskiej tylko w niektdrych stanach patologicz-
nych, w szczegdlnosci w czasie stresu [18]. Stwierdzano na
przyktad wzrost >50% plemnikéw, majacych biatko Fas na
swojej powierzchni w probkach nasienia, pochodzacych od
mezczyzn z patologicznym spermiogramem [66].

RFT sa znanymi induktorami apoptozy zaréwno
w komdrkach somatycznych, jak i germinalnych [31,61].
Najwazniejszym etapem procesu apoptozy jest fragmen-
tacja DNA na nukleosomy, czyli fragmenty DNA o diu-
gosci 180-200 par zasad, ktére w komoérkach somatycz-
nych mozna uwidoczni¢ w zelu agarozowym w postaci
,.drabinki”, po wybarwieniu bromkiem etydyny [78].
Fragmentacja DNA jest katalizowana przez endonukle-
azy, zalezne od Ca’" i Mg?*. Zatem zwigkszenie st¢zenia
jonéw wapnia w cytoplazmie aktywuje enzymy nukleoli-
tyczne. Jedna z hipotez indukcji apoptozy przez RFT za-
ktada, ze wzrost ilosci wolnych rodnikéw powoduje uwol-
nienie Ca®* z mitochondriéw, co inicjuje proces apoptozy.
RFT moga tez regulowaé apoptoze przez wpltyw na eks-
presje dwoch gtéwnych grup czynnikéw zaangazowanych
w apoptoze, Bcel-2 i FasL [39].

Podwyzszony indeks apoptotyczny w ejakulacie, stwierdzano
w stanach zapalnych, nowotworach uktadu rozrodczego czy

PismiennicTwo

wreszcie u nieptodnych me¢zczyzn [14,26,77]. Prawdopodobnie
ma to Scisty zwiazek ze stresem oksydacyjnym. Obserwowano
np. wzrost fragmentacji DNA plemnikéw po inkubacji z ukta-
dem generujacym RFT. Proces ten byt znaczaco redukowany
w obecnosci antyoksydantéw [54]. Obecnos¢ pofragmentowa-
nego DNA w ejakulowanych plemnikach korelowano takze
ze zmianami w spermatogenezie oraz z morfologia plemni-
kéw [66]. Niewiadomo, czy zmiany apoptotyczne w ejakulo-
wanych plemnikach sa wynikiem tylko zmian zachodzacych
na poziomie spermatogonii, spermatocytow i spermatyd, czy
fragmentacja jadrowego DNA zachodzi w fazie spermioge-
nezy (kondensacja DNA), a moze dopiero po opuszczeniu ja-
dra przez plemniki, w drogach wyprowadzajacych. Doktadne
poznanie mechanizméw apoptozy ludzkich plemnikéw wy-
maga jeszcze dalszych badan.

PobsumowaNIE

Bezspornie udowodniono, ze brak réwnowagi pro- i anty-
oksydacyjnej w nasieniu prowadzi do zaburzeri metabo-
licznych i czynnosciowych meskich komérek rozrodczych.
Przypuszcza sig, ze to moze by¢ pierwotna przyczyna po-
wstawania niektérych rodzajéow nieptodnosci. Jedna z przy-
czyn wystgpowania stresu oksydacyjnego w nasieniu jest
stan zapalny w obrgbie meskiego uktadu rozrodczego.
Czynnik infekcyjny i uszkodzenie tkanek prowadza do
infiltracji leukocytéw, do miejsca toczacej si¢ reakcji za-
palnej. Aktywacja leukocytéw wiaze si¢ za$ z wytwarza-
niem i uwalnianiem duzych ilosci RFT oraz uruchomie-
niem odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko
czynnikom infekcyjnym, obejmujacej m.in. wydzielanie
wielu aktywnych substancji biologicznych, uczestnicza-
cych i nasilajacych proces zapalny, do ktérych nalezg pro-
teazy i cytokiny prozapalne. Miejscowe dziatanie uwalnia-
nych przez leukocyty substancji czynnych w toku toczacej
si¢ reakcji zapalnej oraz wzajemne interakcje poszczegol-
nych mediatoréw zapalenia (leukocyty, cytokiny prozapal-
ne, bakterie) wydaja si¢ interesujacym i ostatnio czg¢sto po-
dejmowanym tematem badawczym, majacym bezposrednie
implikacje praktyczne.
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