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Lista skrotow

ABHD?2 Abhydrolase Domain-Containing Protein 2 (biatko zawierajagce domeng
abhydrolazows 2)

ACR — Acrosin (akrozyna)
AFC - Antral Follicle Count (liczba pecherzykow antralnych)
Al - Artificial Intelligence (sztuczna inteligencja)

ALH - Amplitude of Lateral Head displacement (amplituda bocznego wychylenia
glowki plemnika)

AMH - Anti-Miillerian Hormone (hormon antymullerowski)

APC/C - Anaphase-Promoting Complex / Cyclosome

AR — Acrosomal Reaction (reakcja akrosomalna)

ATP - Adenosine Triphosphate (adenozynotrojfosforan)

AZF - Azoospermia Factor (czynnik azoospermii)

BCF - Beat Cross Frequency (czestotliwo$¢ przecie¢ trajektorii)
c20S - Constitutive 20S Proteasome (konstytutywny proteasom 20S)

CAMP - Cyclic Adenosine Monophosphate (cykliczny adenozyno-3',5'-
monofosforan)

CASA - Computer-Assisted Sperm Analysis (komputerowo wspomagana analiza
nasienia)

CatSper - Cation Channel of Sperm (kanat jonowy specyficzny dla plemnikow)
CCT/TRIC - Chaperonin Containing TCP-1/ TCP-1 Ring Complex

CFTR - Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (regulator
transbtonowego przewodnictwa w mukowiscydozie)

CISS - Cross-beat Instantaneous Side Shift (biezace wychylenie boczne glowki przy
kazdym uderzeniu ogonka)

COH - Controlled Ovarian Hyperstimulation (kontrolowana hiperstymulacja
jajnikow)
CP — Core Particle (rdzen proteasomu)

CSF - Cytostatic Factor
DNA - Deoxyribonucleic Acid (kwas deoksyrybonukleinowy)



DUB - Deubiquitinating enzyme (enzym deubikwitynujacy)
EMI1 - Early Mitotic Inhibitor 1

ESHRE - European Society of Human Reproduction and Embryology (europejskie
stowarzyszenie rozrodczosci 1 embriologii)

FIMP - Fertilization Influencing Membrane Protein (biatko blonowe wptywajace na
zaptodnienie)

FSH - Follicle-Stimulating Hormone (hormon folikulotropowy)

GnRH - Gonadotropin-Releasing Hormone (gonadoliberyna)

HCG — Human Chorionic Gonadotropin (ludzka gonadotropina kosméwkowa)
HST- Hobson Sperm Tracker

ICM - Inner Cell Mass (wgzet zarodkowy wewnetrzny)

ICSI - Intracytoplasmic Sperm Injection (docytoplazmatyczna iniekcja plemnika)
IVF - In Vitro Fertilization (zaptodnienie in vitro)

IZUMOL1 - Izumo sperm-egg fusion protein 1 (biatko fuzyjne plemnik-komoérka
jajowa 1)

LH - Luteinizing Hormone (hormon luteinizujacy)
LIN — Linearity (prostoliniowos$¢)

LMP2 - Low Molecular Mass Polypeptide 2
LMP7 - Low Molecular Mass Polypeptide 7

MAD - Mean Angular Displacement (Srednia warto$¢ katowa zmian kierunku ruchu
plemnika)

MDM2 - Murine Double Minute 2

MDM4 - Murine Double Minute 4

MECL-1 - Multicatalytic Endopeptidase Complex-Like 1

MHC - Major Histocompatibility Complex (gtéwny uktad zgodnosci tkankowej)

MMP-2 - Matrix Metalloproteinase-2 (Metaloproteinaza macierzy pozakomorkowej
typu 2)

MMP-9 - Matrix Metalloproteinase-9 (zelatynaza B)

MOM — Momentum (ped plemnika)

MPF - Maturation-Promoting Factor (czynnik promujacy dojrzewanie komorki
jajowej / wejscie w fazg M)



MZT - Maternal-to-Zygotic Transition (przejScie matczyno-zygotyczne)

OHSS - Ovarian Hyperstimulation Syndrome (zespot hiperstymulacji jajnikéw)
P62/ SQSTM1 - Sequestosome 1 (wielofunkcyjne biatko adapterowe)

PA200 - Proteasome Activator 200 kDa (aktywator proteasome 200kDa)

PH20 — Human Hyaluronidase (ludzka hialurodynaza)

PKA — Protein kinase A (kinaza biatkowa A)

PLCC - Phospholipase C zeta (fosfolipaza C zeta)

PPOS - Progestin-Primed Ovarian Stimulation (stymulacja jajnikow
progestagenami)

PSMAS - Proteasome Subunit Alpha Type-8

RADS51 - RADiation sensitive 51

RNA - Ribonucleic Acid (kwas rybonukleinowy)

ROS - Reactive Oxygen Species (reaktywne formy tlenu)

RPAL1 - Replication Protein Al

Rpn - Regulatory Particle non-ATPase

Rpt - Regulatory particle triple-A ATPase

s20S - spermatoproteasom 20S

SHBG - Sex Hormone Binding Globulin (globulina wigzaca hormony piciowe)

SOF1 - Sperm-Oocyte Fusion required 1 (biatko wymagane do fuzji plemnika z
oocytem)

SPACAG - Sperm Acrosome Associated 6

SPAML - Sperm Adhesion Molecule 1 (czasteczka adhezyjna plemnika 1)

STR — Straightness (prostoliniowos$¢ wzgledem trajektorii usrednione;j)

SYCP3 - Synaptonemal Complex Protein 3

TE — Trophectoderm (trofektoderma)

TMEMO95 - Transmembrane protein 95 (biatko przezbtonowe 95)

TSH - Thyroid-Stimulating Hormone (hormon tyreotropowy)

UBAL - Ubiquitin-Associated Like (biatko podobne do ubikwityny)

UBLY7 - Ubiquitin-Like Protein 7 (biatko zawierajgce domeng ubikwitynopodobng)

UPS - Ubiquitin—Proteasome System (system ubikwityna-proteasom)
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USG — Ultrasonography (ultrasonografia)

VAP - Average Path Velocity (predkosc srednia po trajektorii usrednione;j)
VCL - Curvilinear Velocity (predkosé¢ krzywoliniowa)

VSL - Straight Line Velocity (predko$¢ po linii prostej)

WHO — World Health Organization (Swiatowa Organizacja Zdrowia)
YAP - Yes-Associated Protein

ZGA - Zygotic Genome Activation (aktywacja genomu zygoty)

ZP1/2/3/4 - Zona Pellucida Sperm-Binding Protein 1/2/3/4 (biatko wigzace
plemnika ostonki przejrzystej 1/2/3/4)

ZPC ZP - Zona Pellucida (ostonka przejrzysta)



1. Wstep

1.1. Nieptodnosé

Nieplodno$¢ definiowana jest jako niemozno$¢ uzyskania cigzy pomimo 12
miesiecy regularnego wspotzycia (2-4 razy w tygodniu) bez stosowania
antykoncepcji — taka sytuacja wedhlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
stanowi jednostke chorobowg [1,2]. Nalezy odrozni¢ nieptodnos$¢ od bezptodnosci:
nieptodno$¢ ma charakter potencjalnie odwracalny (para nie zachodzi w cigze¢ przez
dhuzszy czas, ale przyczyna moze by¢ uleczalna), podczas gdy bezptodnos¢ oznacza
trwalg niezdolno$¢ do posiadania biologicznego potomstwa (np. z powodu braku
gamet lub narzadéw rozrodczych) [2]. Problem nieptodnosci dotyczy obu pici i
moze wynika¢ z czynnikow meskich, zenskich lub ich kombinacji. Czg¢sto trudne

bywa ustalenie pojedynczej, jednoznacznej przyczyny problemow z ptodnoscia [2].

Nieptodnos$¢ jest uznawana za istotny problem zdrowia publicznego na
Swiecie. Wedlug najnowszego raportu WHO (2023) [1] szacuje si¢, ze okoto 1 na 6
osob dorostych na $wiecie dotyka problem nieptodnosci. Odpowiada to ok. 17%
ludzi w wieku rozodczym, podobny odsetek obserwuje si¢ w krajach o wysokich
dochodach (17,8%), jak 1 $rednio 1 niskorozwinigtych (16,5%) [1], co podkresla, iz
jest to problem o zasiggu globalnym, niezaleznym od regionu §wiata. Starsze dane
WHO podawaty, ze problem nieptodnosci dotyka 60-80 milionéw par na §wiecie,
réznica wynika z rosnacej liczby ludnosci oraz coraz lepszej metodologii zbierania

danych epidemiologicznych [2].

W krajach wysoko rozwinigtych okoto 10-16% par w wieku rozrodczym
zmaga si¢ z nieplodnoscig [2]. Polska znajduje si¢ powyzej tej sredniej — Szacuje
si¢, ze z nieptodnos$cig zmaga sig¢ ok. 15-20% polskich par w wieku rozrodczym, co
odpowiada 1-1,5 miliona par [2]. Innymi slowy, co pigta para w Polsce moze

doswiadcza¢ trudnosci z poczeciem dziecka.

Nieptodno$¢ niesie za soba konsekwencje zarowno zdrowotne oraz
psychospoleczne. Dla wielu par jest to sytuacja stresowa, obnizajaca poczucie
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wlasnej wartosci 1 powodujaca problemy w relacji z partnerem. Spotecznie
nieptodnos¢ obniza wskazniki urodzen. WHO zwraca uwage, ze osoby dotkniete
nieptodnoscig czesto napotykajg bariery w dostgpie do opieki medycznej — od
stygmatyzacji, przez wysokie koszty leczenia, po ograniczong dostepnos$¢ osrodkéw

leczenia nieptodnosci [1].

Obszar Szacunkowy odsetek nieplodnych par/osob
Swiat ~17% dorostych (1 na 6 0osob doswiadcza nieptodnosci)[1]
Europa 10-16% par w wieku rozrodczym|[2]
Polska ~15-20% par (ok. 1-1,5 min par) [2]

Tabela 1. Czestotliwos¢ wystepowania nieplodnosci.

Problemy z ptodnoscig dotyczg zarowno kobiet jak i mezczyzn. Szacunkowo
w okoto 20% przypadkdéw przyczyna nieptodnosci lezy tylko po stronie m¢zczyzny,
w kolejnych 20-30% czynnik meski wspotistnieje z czynnikiem zenskim. Lacznie

czynnik meski obecny jest u 40-50% nieptodnych par [3].

Istnieje wiele przyczyn obnizonej plodno$ci u mezczyzn, obejmuja one
zarOwno czynniki wrodzone jak i1 nabyte (Tabela 2). Za najczgstsza przyczyne
uznaje si¢ nieptodnos¢ idiopatyczng — 0 nieznanej etiologii (25-30% przypadkow)

3].
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Przyczyna Udziat (%)

Nieptodnos¢ idiopatyczna 25-30%
Zylaki powrdzka nasiennego (varicocele) ~5-15%
Czynniki genetyczne ~5-15%
Hipogonadyzm ~10%
Infekcje uktadu rozrodczego ~5-10%
Zaburzenia  seksualne i  choroby ~1-10%
ogolnoustrojowe

Whnetrostwo ~5-8%
Czynniki immunologiczne ~3-5%
Wady anatomiczne/niedroznosci ~1-2%

Tabela 2. Najczestsze przyczyny nieptodnosci meskiej.

Warto tu podkresli¢, ze idiopatyczna nieptodnos¢ coraz czesciej jest oceniana
dzieki zaawansowanej diagnostyce molekularnej i epigenetycznej np. badania NGS,
fragmentacja DNA plemnikéw czy analiza stresu oksydacyjnego czesto pozwalajg

na wykrycie i nazwanie takiej przyczyny nieptodnosci.

Druga grupa to mezczyzni, u ktorych zidentyfikowano konkretng przyczyne

nieptodnosci:

. Zylaki powrdzka nasiennego (varicocele) — najczestsza uchwytna przyczyna;
stwierdza si¢ je u ~15% populacji mezczyzn, ale az u 35-40% mezczyzn z
nieprawidtlowym wynikiem seminogramu [4]. W statystykach gléwnych przyczyn

nieplodnosci varicocele wymieniane sg u ~5—15% nieptodnych mezczyzn [3].

. Czynniki genetyczne — aberracje chromosomowe i mutacje gendéw (np.
CFTR) stanowig ~5—15% przypadkow [5].
. Hipogonadyzm — zaburzenia hormonalne osi podwzgorze-przysadka i

pierwotne dysfunkcje jader odpowiadajg za ~10% przypadkow [3].

. Infekcje uktadu rozrodczego — zapalenia jader i1 najadrzy oraz infekcje
przenoszone droga ptciowa (HIV, HPV, chlamydia, rzezaczka) odpowiadajg za ~5—
10% przypadkow [3].
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. Czynniki seksualne i ogdélnoustrojowe — zaburzenia erekcji/ejakulacji (~1—

5%) oraz choroby przewlekle i leczenie onkologiczne (~5-10%) [3].

. Whnetrostwo — nieleczone prowadzi do uszkodzenia tkanek, dotyczy ~5-8%
przypadkéw [3].
. Czynniki immunologiczne — przeciwciata przeciwplemnikowe stanowig ~3—

5% przyczyn [3].
. Wady anatomiczne i niedroznosci — ~1-2% przypadkow [3].

Wplyw na nieptodno$¢ maja réwniez czynniki srodowiskowe oraz styl zycia (stres,

otytos¢, srodki toksyczne, uzywki).

1.2. Diagnostyka i leczenie nieptodnosci meskiej

Podstawg diagnostyki nieptodnos$ci jest zebranie calo$ciowego wywiadu.
Kompletny wywiad medyczny 1 seksualny obejmuje oceng¢ czynnikow
srodowiskowych 1 stylu zycia oraz ujawnia czynniki wptywajace na plodnosc
tj: choroby przewlekte (cukrzyca, choroby tarczycy) choroby nowotworowe, a takze
choroby autoimmunologiczne czy zaburzenia seksualne. Na podstawie informacji
uzyskanych w wywiadzie lekarz podejmuje decyzje, jakie badania wykonaé

(np. hormonalne, genetyczne, obrazowe).

Podstawowym badaniem laboratoryjnym jest badanie nasienia —
seminogram. Prawidtowe warto§ci — normozoospermia wedlug wytycznych WHO

(6. edycja, 2021) [6] jest definiowana jako:
0 Objetosc¢ ejakulatu > 1,4 ml
0 Koncentracja plemnikéw > 16 mln/ml

0 Catkowita liczba plemnikow w ejakulacie > 39 min
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0 Ruchliwos¢ catkowita > 42%, postepowa > 30%
0 Morfologia > 4% prawidtowych plemnikow

Odchylenia: oligozoospermia (niska koncentracja), astenozoospermia
(obnizona ruchliwos$¢), teratozoospermia (morfologia < 4%), azoospermia (brak

plemnikow).

Przed badaniem nalezy zachowa¢ 2-7 dni abstynencji seksualnej, w
przypadku wykrycia nieprawidtowosci nalezy je powtorzy¢ w odstepie 2-3 tygodni,
badz najlepiej po pelnym cyklu spermatogenezy tj. po 3 miesigcach.

Badania dodatkowe obejmujg profil hormonalny (LH, FSH, testosteron,
testosteron wolny, prolaktyna, estradiol, TSH, SHBG), badania genetyczne
(kariotyp, CFTR, AZF), badanie przeciwcial przeciwplemnikowych, fragmentacji
DNA plemnikow, stresu oksydacyjnego w nasieniu, USG moszny oraz w
uzasadnionych przypadkach (azoospermia niewiadomego pochodzenia) biopsje
jader [5].

Zwigkszone FSH przy niskim testosteronie moze wskazywa¢ na
hipogonadyzm hipergonadotropowy, a niskie FSH/LH - hipogonadyzm
hipogonadotropowy. Mutacje CFTR sg szczegdlnie wazne u megzczyzn z
obustronnym brakiem nasieniowodéw (CBAVD), a mikrodelecje regionu AZFc

moga pozwala¢ na pozyskanie plemnikow metodg mTESE, w przeciwienstwie do

AZFalb.

W leczeniu przyczynowym stosuje si¢ chirurgiczne leczenie varicocele [4],
terapie gonadotropinami w hipogonadyZzmie, antybiotykoterapii w przypadku
infekcji oraz zabiegi udrozniajace przewody nasienne. Wazna jest tez optymalizacja
stylu zycia i farmakoterapia wspomagajaca — antyoksydanty (witaminy C, E,
koenzym Q10, L-karnityna, cynk, selen) [5], klomifen, inhibitory aromatazy,

sterydy w nieptodno$ci immunologiczne;.

Badania wykazuja, Ze pogorszenie parametrOw nasienia wigze si¢ ze

spadkiem wskaznikow zaptodnienia i jako$ci zarodkéw nawet w procedurach ICSI
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(Intracytoplasmic Sperm Injection) [7]. Fragmentacja DNA plemnikéw koreluje

z nizszym odsetkiem implantacji 1 wyzszym ryzykiem poronien [8].

Proteasomy biorg udziat w kapacytacji, reakcji akrosomalnej 1 degradacji
biatek ostonki przejrzystej (ZP2/ZPC) przed zaptodnieniem [10,11]. Aktywnos¢
proteasomowa koreluje z odsetkiem zaptodnionych oocytéw i prawidtowych zygot
in vitro [9]. Zaburzenia aktywnosci proteasoméw sg potencjalnym biomarkerem
dysfunkcji plemnikéw — takze w przypadku normozoospermii — moze mieé
znaczenie przy nawracajacych niepowodzeniach ART (Assisted Reproductive

Technology).

1.3 Procedura IVF

Od pierwszego dziecka poczetego metodg IVF (In Vitro Fertilization) —
Louise Brown (1978) — uznawana jest ona za najbardziej skuteczng metode rozrodu

wspomaganego, gdzie liczba urodzen przekroczyta 12 mln na calym $wiecie [14].

Do wdrozenia procedury IVF kluczowe bylo opracowanie punkcji
transwaginalnej (1985), wprowadzenie docytoplazmatycznej iniekcji plemnika do
oocytu — ICSI (1992), kriokonserwacji witryfikacyjnej (2005) oraz wprowadzenie
monitorowania rozwoju zarodka w czasie rzeczywistym — time lapse (2010) [14],
[15]. W dzisiejszych czasach sztuczna inteligencja — Al (Artificial Inteligence)
wspiera ocen¢ zarodkow, selekcje plemnikow do zaptodnienia oraz automatyzacje

catej procedury IVF-ICSI [16], [17].

Poza klasycznymi wskazaniami takimi jak niedrozno$¢ jajowodow, bardzo
mata liczba plemnikéw, endometrioza czy czynniki uniemozliwiajace zaptodnienie
w warunkach naturalnych najnowsze wytyczne ESHRE (European Society of
Human Reproduction and Embryology) 2024 zalecajg rozwazenie IVF w przypadku

podejrzenia schorzen genetycznych wymagajacych diagnostyki preimplantacyjne;j
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jak i po niepowodzeniach inseminacji [18]. Kwalifikacja obejmuje ocene ryzyka

powiktan i rezerwy jajnikowej AMH (Anti-Miillerian Hormone).

Kontrolowana stymulacja jajnikow (COH - Controlled Ovarian
Hyperstimulation) ma na celu uzyskanie wielu dojrzatych oocytow. Standardem sg
protokoly antagonistyczne GnRH z indywidualizowanym doborem dawki
gonadotropin. Przeglad Cochrane potwierdzil, ze zastosowanie antagonistow GnRH
skutecznie zapobiega przedwczesnemu wyrzutowi LH, jednocze$nie skracajac czas
leczenia [20]. Personalizowana terapia follitroping delta wigzata si¢ natomiast

z istotnie nizszg czgstoscig OHSS przy zachowaniu skutecznosci klinicznej [21].

Punkcja dojrzatych pecherzykow jajnikowych przeprowadzana jest
przezpochwowo pod kontrola USG. Szczegdlowe zalecenia dotyczace techniki
pobrania, przygotowania pacjenta oraz postgpowania po zabiegu przygotowat
zespot ESHRE [22]. Mimo niskiej inwazyjnos$ci procedury obserwacje wskazuja na
bol odczuwany po zabiegu, a takze nieznaczne powiktania jak np. krwawienia,

szczegoblnie u pacjentek z duzg rezerwa jajnikows [23].

Zaptodnienie pobranych komorek odbywa si¢ metoda IVF: klasyczng badz
ICSI. Zarodki hodowane sg do 2-3 lub 5-6 doby po zaptodnieniu w inkubatorach.
W badaniach randomizowanych nie odnotowano przewagi inkubatoréw time-lapse

nad standardowg metodg obserwacji pod wzgledem zywych urodzen [24].

Wybér dnia transferu zarodka zalezy od jego stopnia rozwoju, morfologii
oraz przebiegu wczesniejszych cykli leczenia. Rozwdj zarodka do stadium
blastocysty moze odzwierciedla¢ jako$¢ zaréwno oocytu, jak 1 plemnika..
Wieloosrodkowe badanie wykazalo brak roznicy w odsetku zywych urodzen

pomigdzy transferami blastocyst a zarodkami dzielagcymi si¢ u pacjentek z >4

zarodkami [25].

Suplementacja progesteronem w fazie lutealnej poprawia wyniki zaréwno
w $wiezych, jak i W mrozonych cyklach, co potwierdza najnowszy przeglad

systematyczny Mizrachi i wsp. [26].
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Postep w dziedzinie kriokonserwacji umozliwit stosowanie strategii 'freeze-
all', polegajacej na zamrozeniu wszystkich zarodkow 1 ich transferze w
pézniejszych cyklach. W przypadku pacjentek dobrze odpowiadajacych na
stymulacje¢ jajnikow metoda ta wykazuje wigkszg skutecznos$¢ kliniczng niz transfer

w cyklu swiezym [27].

Indywidualny doboér dawki gonadotropin na podstawie stezenia AMH 1
liczby pecherzykdéw antralnych (AFC) moze ograniczy¢ ryzyko powiklan bez

pogorszenia skutecznosci [28].

Zastosowanie agonisty GnRH zamiast HCG do indukcji dojrzewania oocytow
znaczaco ogranicza ryzyko OHSS, cho¢ kosztem nieco nizszego odsetka porodow
w $wiezych cyklach [17]. Wykazano rowniez niewielki, lecz istotny statystycznie

wzrost ryzyka raka jajnika u pacjentek poddanych procedurze I\VF [30].

1.4. Molekularne mechanizmy zaptodnienia

Zaptodnienie u ssakow to wieloetapowy proces obejmujacy szereg
precyzyjnie regulowanych interakcji miedzy plemnikiem a komorka jajowa. Etapy
te obejmuja dojscie plemnika do oocytu, wigzanie z ostonka przejrzysta (zona
pellucida, ZP), reakcj¢ akrosomalng, fuzj¢ bton gamet oraz aktywacje oocytu

prowadzacg do rozpoczgcia rozwoju zarodka.

Aby plemnik moégt zaptodni¢ komodrke jajowa, musi najpierw przejs$é
kapacytacjc w drogach rodnych samicy. Kapacytacja to szereg zmian
biochemicznych w plemniku, ktore zwickszaja jego zdolno$¢ do zaptodnienia.
Dochodzi m.in. do usuni¢cia cholesterolu z btony plemnika (wymywanego przez
albuminy plynu jajowodowego), co powoduje wzrost pltynnosci blony i
uruchomienie kaskad sygnalowych cAMP/PKA oraz fosforylacji biatek na

tyrozynie [31]. Réwnoczeénie do plemnika naptywaja jony wapnia (Ca®") i
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wodoroweglanowe (HCO®), ktére sa niezbedne do pelnej kapacytacji i
przygotowania plemnika do reakcji akrosomalnej [31]. W efekcie kapacytacji
plemnik uzyskuje zdolnos¢ do hiperaktywacji ruchu — jego witka bije z wigksza
amplitudg 1 asymetrig. Hiperaktywacja jest kluczowa dla skutecznego zaptodnienia,
gdyz umozliwia plemnikom uwolnienie si¢ z rezerwuaru w bance jajowodu oraz
penetracje lepkiego Sluzu i komoérek cumulusa otaczajacych oocyt [31]. W trakcie
kapacytacji dochodzi rowniez do dynamicznej przebudowy proteomu plemnika,
obejmujacej procesy ubikwitynacji 1 degradacji wybranych bialek przez system
ubikwityna—proteasom (UPS).

Kolejnym mechanizmem utatwiajacym dotarcie plemnika do oocytu jest
chemotaksja plemnikowa. W okolicy oocytu st¢zenie progesteronu — hormonu
wydzielanego przez komodrki cumulusa otaczajace komorke jajowg — jest
szczegolnie wysokie 1 tworzy gradient chemotaktyczny. Progesteron oddzialuje na
plemniki poprzez receptor niegenomiczny (m.in. dezaktywujac enzym ABHD?2), co
otwiera kanaly wapniowe CatSper w blonie witki plemnika. Skutkuje to
gwaltownym naptywem Ca®* do wnetrza plemnika i zwiekszeniem ruchliwosci
(hiperaktywacja) oraz zmiang toru ruchu w kierunku rosngcego stezenia
progesteronu [31].
U niektérych gatunkéw opisano takze termotaksje — zdolno$¢ plemnikow do
reagowania na niewielkg roéznice temperatur (okoto 2°C) miedzy cieplejszg banka

jajowodu a chtodniejszg cie$nig, co rowniez moze pomagac¢ w lokalizacji oocytu.

Ostatnig bariera na drodze plemnika do oocytu jest wieniec promienisty
(cumulus oophorus) — warstwa komorek ziarnistych otoczonych macierzg bogata
w kwas hialuronowy. Plemnik penetruje te warstwe dzigki enzymom
hialuronidazom obecnym na jego powierzchni. Gtéwnym z nich jest PH20 (zwany
tez SPAM1), zakotwiczony glikozylofosfatydyloinozytolem w blonie plemnika.
PH20 rozklada kwas hialuronowy, rozluzniajac macierz cumulusa i ulatwiajac
plemnikowi przedarcie si¢ przez wieniec promienisty [32]. Wykazano, ze
rekombinowana hialuronidaza PH20 potrafi in vitro rozproszy¢ komorki cumulusa

wokot oocytu, co potwierdza jej role w pokonywaniu tej bariery [32]. Mimo to,
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eksperymenty na myszach wskazuja, ze brak PH20 nie uniemozliwia catkowicie
zaptodnienia (samce Ph20™ sa ptodne), co sugeruje istnienie mechanizméw

kompensacyjnych lub alternatywnych drég penetracji cumulusa.

Po przebiciu si¢ przez wieniec promienisty, plemnik wigze si¢ z ostonka
przejrzysta (ZP), czyli ostong glikoproteinowg otaczajagca oocyt. Oslonka
przejrzysta zbudowana jest z trzech lub czterech gtownych glikoprotein (u myszy sa
to ZP1, ZP2, ZP3, u cztowieka dodatkowo ZP4) [33]. Wigzanie plemnika do ZP jest
mediatorem kluczowej interakcji: glikoproteina ZP3 (oraz ZP4 u cztowieka) dziata
jako receptor dla plemnika, wyzwalajac u niego kolejng fazg — reakcj¢ akrosomalng

[33].

Reakcja akrosomalna (AR) rozpoczyna si¢ zwykle tuz po zwigzaniu
plemnika z ostonka przejrzystg. Jest to proces egzocytozy akrosomu — pecherzyka
enzymatycznego pokrywajgcego przednig czes¢ gtowki plemnika. Uwalniane sg
enzymy proteolityczne, z ktérych najwazniejsze to akrozyna oraz enzymy
proteasomalne plemnika. Badania wskazuja, ze zahamowanie akrozyny utrudnia
penetracje ZP przez plemniki [34]. U chomika catkowita eliminacja genu akrozyny
skutkuje nieptodnoscia samcoéw (Acr™), podczas gdy u myszy brak akrozyny

powoduje tylko opdznione i mniej efektywne zaptodnienie [34].

Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze proteasom plemnikowy jest roOwnie
istotny w degradacji glikoprotein ZP jak klasyczne enzymy akrosomalne. Proteasom
26S obecny w akrosomie plemnika degraduje ubikwitynowane biatka ZP, a jego
inhibicja catkowicie blokuje zaptodnienie in vitro [34]. Aktywacja proteasomu

przyspiesza trawienie ZP, ale nadmierna aktywno$¢ prowadzi do polispermii.

Ponadto po RA odstaniane s3 nowe ligandy plemnikowe, m.in. [ZUMOI,
ktory jest niezbedny w kolejnym etapie fuzji bton [35].

Po penetracji ostonki przejrzystej plemnik dociera do oolemmy. Kluczowa
role w adhezji odgrywa IZUMOI na plemniku oraz jego receptor JUNO na oocycie.

Ich interakcja jest absolutnie wymagana do zainicjowania fuzji gamet [35].
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Dodatkowo po stronie oocytu niezbedna jest tetraspannina CD9, ktéra organizuje

mikrodomeny btonowe i stabilizuje potaczenie z plemnikiem [36].

Na powierzchni plemnika identyfikowano takze biatkka SPACA6, TMEMO9S,
FIMP 1 SOF1, ktoérych nokaut u myszy prowadzi do nieptodnosci z powodu braku
fuzji pomimo prawidtowego przebiegu wczesniejszych etapow [37]. Mutacja

TMEMO95 u bydta potwierdza jej rolg w zaptodnieniu ssakow [37].

Po fuzji gamet do cytoplazmy oocytu wprowadzana jest plemnikowa
fosfolipaza C zeta (PLC(), ktéra wywoluje oscylacje Ca®* prowadzace do aktywacii
oocytu [39]. U ludzi deficyt PLCC jest przyczyng niepowodzen w IVF [39].

Pierwsza konsekwencja wzrostu Ca®" jest reakcja korowa: egzocytoza ziaren
korowych, uwalniajagca m.in. owastacyne (astacynopodobng metaloendopeptydaze),
ktéra przecina ZP2 1 uniemozliwia dalsze wigzanie plemnikow z ZP [8]. Brak
owastacyny u myszy prowadzi do polispermii [38]. Dodatkowo ziarenka korowe
uwalniajg  N-acetyloglukozaminidaze¢ 1 peroksydaze, wzmacniajac blokade

polispermii [38].

Rownolegle oocyt szybko usuwa receptor JUNO z powierzchni (ok. 30 min

po zaptodnieniu), co blokuje kolejne fuzje plemnik—oocyt [35][39].

1.5. Spermatogeneza

Spermatogeneza to proces tworzenia plemnikow (spermatozoa), ktory
zachodzi w kanalikach nasiennych jader. Sktada si¢ ona z 3 glownych faz:
proliferacje spermatogoniéow (podzialy mitotyczne), mejoz¢ (powstawanie
haploidalnych spermatyd) oraz spermiogenez¢ (réznicowanie si¢ spermatyd w
plemniki) [40]. W procesie tym zachodza liczne zmiany morfologiczne i
komoérkowe oraz precyzyjne zmiany ekspresji gendw [40]. Przejscie spermatogonii

w forme dojrzalych plemnikow trwa okoto 74 dni (+/-4). Po opuszczeniu kanalikéw
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nasiennych spermatozoa trafiaja do najadrzy, gdzie uzyskuja zdolno$¢ ruchu

i zaptodnienia komorki jajowej [40].

Spermatogeneza zachodzi w kanalikach nasiennych jader, ktorych $ciana
zbudowana jest z blony podstawnej oraz nabtonka plemnikotworczego
zawierajgcego komorki Sertoliego 1 komorki plciowe. Testosteron wytwarzany
przez komorki Leydinga umieszczone w zrgbie jadra jest niezbedny do
prawidlowego przebiegu procesu spermatogenezy. Hormonalnie spermatogeneza
jest kontrolowana przez o$ podwzgorze—przysadka—jadro. GnRH z podwzgorza
stymuluje przysadkowe wydzielanie hormonéw LH 1 FSH; LH pobudza komorki
Leydiga do syntezy testosteronu, natomiast FSH wraz z testosteronem dziata na
receptory komodrek Sertolego [41]. Optymalne st¢zenie obu hormonow warunkuje
prawidtowa produkcje plemnikoéw, a komorki Sertolego wydzielajg inhibing, ktora

sprzezeniem zwrotnym hamuje sekrecj¢ FSH [41].

System ubikwityna-proteasom (UPS) odgrywa kluczowg role w regulacji
spermatogenezy poprzez kontrolg czasu i1 zakresu degradacji poszczegdlnych biatek
na kolejnych etapach dojrzewania plemnikow [42]. Komorki rozrodcze produkuja
specjalne izoformy proteasomoéw — spermatoproteasomy o specyficznych
wlasciwosciach. W spermatocytach wchodzacych w mejoze pojawia sie
podjednostka a4s, zastepujgca standardowsg a4 i aktywujgca spermatoproteasom
(s20S)[42].Wraz z rozpoczeciem mejozy s20S tgczy sie glownie z kompleksem 19S
(oraz w mniejszym stopniu z PA200), a udzial klasycznego ¢20S w puli
proteasomow spada z =98 % do <20 % [42]. Co wigcej, s20S — w przeciwienstwie
do c20S — wigze biatka kompleksu synaptonemalnego (np. SYCP3), sugerujac jego
bezposredni udzial w przebiegu mejozy [42]. Badania nad typem proteasomu
zawierajacym podjednostke PSMAS8 potwierdzity rol¢ proteasoméw w mejozie. Jej
brak prowadzi do akumulacji biatek RADS51 czy RPA1, opdznienia wejscia
komorek w faz¢ M 1 zatrzymania na mejozie 1[43], co skutkuje meska

nieptodnoscia.

Proteasomy w trakcie koncowej fazy spermiogenezy uczestnicza

w przebudowie chromatyny jadra spermatyd. Zdegradowanie ubikwitynowanych
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histonow umozliwia zamian¢ ich na protaminy i prowadzi do kondensacji DNA
[42]. Biorg one tez udziat w eliminacji niepotrzebnych organelli — zubikwitynowane
biatka bton mitochondrialnych utatwiaja ich usuwanie podczas wydluzania si¢

spermatyd [42].

Zaburzenia funkcjonowania systemu UPS przekladaja si¢ na nieptodnosc.
Brak wzbogaconego biatka UBL7 powoduje ciezkie wady gtowki oraz witki oraz
bezplodnos¢, poniewaz UBL7 chroni kluczowe czynniki przed nadmierng

degradacja [44].

1.6. Uktady ubikwityna — proteasom

Produkcja biatek w obrebie komorki jest procesem dynamicznym, co
zwigzane jest z ich ciaggla synteza i1 degradacja. Za proces degradacji wigkszosci
biatek komorkowych, w tym biatek krotko zyjacych, regulatorowych i
nieprawidlowo sfaldowanych odpowiedzialny jest szlak proteolityczny ubikwityny.
Ponadto, poza kontrolg jakosci biatek, uktad ubikwityna — proteasom (UPS -
ubiquitin-proteasome  system) kontroluje takze inne podstawowe procesy
komorkowe - takie jak progresja w cyklu komorkowym, transdukcja sygnatu,
$mier¢ komorki, odpowiedZ immunologiczna, metabolizm. Proteoliza za
posrednictwem ubikwityny jest procesem zlozonym, w ktéorym zachodzi
kowalencyjne przylaczenie wielu czasteczek ubikwityny do substratu biatkowego,

po czym nastgpuje jego rozpoznanie i degradacja w obrebie proteasomu 26S (Ryc.

1) [45].
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Rycina 1. Schemat degradacji biatka na drodze kontrolowanej przez uktad UPS ( na
podstawie [46].

Szczegbdtowe etapy tego procesu obejmujg aktywacje ubikwityny poprzez
zalezne od ATP tworzenie wysokoenergetycznego wigzania tioestrowego pomiedzy
cysteing w miejscu aktywnym enzymu aktywujacego ubikwityne (E1), a koncem
karboksylowym ubikwityny (U-COOH). W kolejnym etapie ubikwityna
przenoszona do koniugazy ubikwityny (E2) i sprzegana jest z resztami lizyny w
substracie lub z jego terminalng grupg aminowg przez ligaze ubikwityny (E3), ktora
to rozpoznaje okreslone motywy w biatku docelowym. Pozostale czasteczki
ubikwityny sg sprzggane z pierwsza, tworzac poliubikwitynowany addukt, ktory
jest rozpoznawany przez proteasom 26S, co w konsekwencji prowadzi do
degradacji substratu [47]. Nalezy podkresli¢, iz proces ubikwitylacji jest reakcja
odwracalng. W  komorce zidentyfikowano bowiem wiele enzyméw
deubikwitylujacych cysteing i1 metaloproteazg tzw. DUB - deubiquitylating
enzymes. W dotychczas opublikowanych danych wykazano, iz ludzki genom
koduje okoto 100 mozliwych DUB, przy czym dziataja one na réznych etapach
procesu kontrolowanego przez uktad UPS [48]. Z dzialaniem uktadu ubikwityna -

proteasom jest zwigzana etiopatogeneza wielu dysfunkcji 1 zaburzen, w tym
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nowotworow [49]. W zwiazku z powyzszym, szczegétowe rozpoznanie
mechanizméw molekularnych zaangazowanych w uktadzie UPS daje podstawy do
zrozumienia patofizjologii  wielu stanow chorobowych, okreslenia ich
diagnostycznych markerow predykcyjnych, a takze pomoze w podjeciu decyzji
0 adekwatnej strategii terapeutycznej. Przykltadowo, zmniejszony obrot biatek
prowadzi do ich wewnatrzkomorkowej akumulacji. Z kolei, stany zwigzane
z zaburzong funkcja uktadu sg rowniez zwigzane z uposledzeniem procesu syntezy
biatek, bowiem uposledzenie funkcji UPS prowadzi do zahamowania produkcji
protein [50].

1.6.1. Proteasomy

Niektorzy autorzy okreslaja proteasomy jako maszyny molekularne, ze
wzgledu na to, ze proces rozktadu biatek jest zwigzany =z hydroliza
wysokoenergetycznego ATP [51]. Pod wzgledem strukturalnym, proteasom jest
wielojednostkowym zlozonym kompleksem enzymatycznym. Jego obecnos¢
potwierdzono w jadrze i cytozolu wszystkich komorek eukariotycznych. Wykazano,
iz stanowig one okolo 1-2% catkowitej masy komorki [52]. W przypadku
proteasomu 26S sktada si¢ on z okoto 60 podjednostek, przez co jest on okoto 75-
krotnie  wigkszy niz  typowe  proteazy, dziatajagce w  Srodowisku
zewnatrzkomorkowym. Kompleks 26S sktada sigz centralnego, beczkowatego
proteasomu 20S (znanego rowniez jako rdzen katalityczny, CP lub kompleks 20)
z jedng lub dwiema czasteczkami regulatorowymi 19S (Rycina 2) [53]. Proteasom
20S ma ksztatt cylindryczny, sktada si¢ z czterech pierScieni — dwa zewnetrzne
pierscienie a oraz dwa wewnetrzne pierscienie f [54]. Kazdy z nich zawiera siedem
r6znych, ale powigzanych ze soba podjednostek. Dwa zewngtrzne pierscienie
o petnig role regulacyjna, podczas gdy dwa wewnetrzne pierScienie [ sa

odpowiedzialne za aktywno$¢ proteolityczng CP. Zewnegtrzne podjednostki
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o otaczajg por (o — bramka), przez ktory wchodza substraty i wychodzg produkty.
Trzy z podjednostek w pierscieniach B zawierajg proteolityczne miejsca aktywne,
ktére znajduja si¢ na wewngtrznej powierzchni cylindra. Podjednostka 1 ma
aktywnos$¢ podobng do kaspazy, 2 charakteryzuje aktywnos¢ podobna do trypsyny,
a BS odpowiada za aktywno$¢ podobng do chymotrypsyny. Powyzsze sprawia, iz
proteasom ma zdolnos¢ degradacji substratow biatkowych odpowiednio po resztach

kwasowych, zasadowych i hydrofobowych [55].
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Rycina 2. Schemat budowy proteasomu 26S ( na podstawie [56]).



Wprowadzenie substratu biatkowego to zlozony proces, ktory jest
regulowany przez czastke 19S. Czastka 19S zbudowana jest z pokrywy 1 podstawy.
W sktad jej wchodzi z okoto 20 r6znych podjednostek, ktore mozna podzieli¢ na
dwie gtowne grupy: czastki regulatorowe podjednostek potrojnej ATPazy (Rpt
- Regulatory particle of triple-ATPase) i czastki regulatorowe podjednostek innych
niz ATPazy (Rpn - Regulatory particle of non-ATPase) [57]. Ze wzglgdu na
bezposrednie oddzialywanie zewngtrznych pierscieni o z podstawa, posredniczy
ona w otwieraniu bramki 20S. Zlozono$¢ architektury proteasomu zapewnia
selektywno$¢ proteolityczng 1 zapobiega niespecyficzne; degradacji biatek
komoérkowych. Ten ewolucyjnie wypracowany mechanizm dziatania proteasomu
sprawia, 1z rozktadowi ulegaja jedynie ubikwitynowane substraty biatkowe poprzez
wejscie do czesci 20S. Ubikwitynowane substraty sa wychwytywane przez
specyficzne receptory w czesci 19S, dochodzi do ich wigzania, deubikfitynacji
a nastepnie wprowadzenia do kompleksu katalitycznego 20S w celu degradacji
tworzac oligopeptydy o dlugosci od 3 do 15 reszt aminokwasowych. Degradacji

nieubikwitynowanych biatek zapobiega regulatorowa czes$¢é proteasomu - 19S [56,

58].

1.6.2. System ubikwityna—proteasom w plemnikach

Proteasom 26S jest wielopodjednostkowym kompleksem proteolitycznym
zaleznym od ATP, ktory selektywnie degraduje biatka oznakowane ubikwityng. Jest
on kluczowym elementem uktadu ubikwityna — proteasom (UPS), ktéry odgrywa
istotng rol¢ w regulacji wielu procesow komodrkowych, réwniez rozrodczych u
cztowieka 1 zwierzat [10]. W ciagu ostatnich lat wiele badan wykazato, ze system
UPS uczestniczy w dojrzewaniu i funkcjonowaniu gamet, zaptodnieniu oraz

wczesnym rozwoju zarodka [10], [59], [63].
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W plemnikach ssakéw, w tym ludzi stwierdzono obecno$¢ proteasomu
zlokalizowanego gléwnie w rejonie akrosomu oraz wstawki [10]. Badania
immunocytochemiczne wykazaly obecno$¢ podjednostek proteasomu na
zewnetrznej i wewngtrznej btonie akrosomu [10]. W zywych, ruchliwych
plemnikach wykazano aktywno$¢ enzymatyczng proteasomoOw oraz enzymow
deubikwitynujacych [59]. Swiadczy to o zdolnoéci plemnikéw do prowadzenia
proteolizy ubikwitynozaleznej jeszcze przed potaczeniem z oocytem. Plemniki
o nieprawidlowej budowie charakteryzuja si¢ obnizong aktywnos$cig proteasomow
[62].Sugeruje sie, ze dysfunkcja systemu UPS w plemnikach moze doprowadzaé do
obnizenia potencjatu zaptadniajacego 1 moze by¢ jedna z przyczyn nieptodnosci

immunologicznej lub idiopatycznej.

1.6.3. Rola proteasomu plemnikowego w procesie zaptodnienia

W procesie zaplodnienia wystepuje szereg etapow wymagajacych
precyzyjnej interakcji i modyfikacji molekularnych obu gamet. Proteasomy
w plemnikach odgrywa istotng role w kilku kluczowych fazach zaptodnienia.
Pierwszym takim etapem jest kapacytacja plemnika. Jest to koncowy okres
dojrzewania plemnika juz w drogach rodnych kobiety lub warunkach in vitro
umozliwiajacy reakcje akrosomalng. Podczas kapacytacji zachodzi przebudowa
biatek btonowych 1 wewnatrzkomorkowych plemnika, czemu towarzyszy aktywacja
szlakow sygnatowych. W dos$wiadczeniach z hamowaniem aktywnoSci
proteasoméw w plemnikach stwierdzono zmiany w biatkach zwigzanych
z kapacytacja, poruszaniem si¢ oraz wigzaniem ostonki przejrzystej (zona pellucida,

ZP) [59].

Kolejnym etapem, w ktérym biorg udzial proteasomy plemnikowe, jest
reakcja akrosomalna oraz wigzanie si¢ plemnika z ostonkg przejrzysta komorki

jajowej Proteasom plemnikowy pozostaje zwigzany z gldwka plemnika nawet po
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egzocytozie akrosomu, tworzac tzw. czapeczke akrosomalng otaczajaca przednia
cze$¢ glowki [61]. Sprzyja to bezposredniemu udziatowi proteasomu w trawieniu
ostonki przejrzystej. Biatko receptorowe ZPC jest substratem dla proteasomu
podczas interakcji gamet [61]. W doswiadczeniach wykazano, ze juz w ciggu kilku
minut biatko ZPC jest degradowane przez proteasomy akrosomalnej. W obecnosci
inhibitora proteasomu proces ten byt calkowicie zablokowany, a przyspieszal po
dodaniu aldehydu ubikwityny (UBAL), ktory stymuluje aktywnos$¢ proteasomalng
[61]. Obecno$¢ inhibitorow proteasoméw uniemozliwia trawienie ostonki
1 zaplodnienie, a stymulacja proteasomow przy pomocy UBAL zwigksza odsetek
zaplodnien, moze tez powodowac polispermie [61]. Co istotne, inhibicja
proteasomu nie zaburza samego poczatkowego wigzania plemnikow do ostonki,
natomiast uniemozliwia ich penetracj¢ przez ZP [61]. Modulowanie aktywnoSci
enzymOw deubikwitynujacych na plemniku moze zaburza¢ mechanizmy bloku
polispermii [63]. Proteasomy plemnikowe moga wiec odpowiada¢ za szybkie
usuwanie lub modyfikacj¢ ostonki i blony oocytu po wniknigciu pierwszego

plemnika, co zapobiega polispermii [61].

1.6.4. Wplyw proteasomu plemnika na rozw0j zarodka

Zaptodnienie to nie tylko potaczenie gamet lecz réwniez przygotowanie
zygoty do podziatéw i rozwoju. Plemnik przekazuje do oocytu nie tylko DNA
jadrowe, lecz takze organella, takie jak centriola czy mitochondria, ktore nastepnie
podlegaja selekcji 1 sg albo integrowane z cyklem komdrkowym zygoty, albo
kierowane do degradacji. Kluczowym elementem jest tu centriola wstawki
plemnika - struktura odpowiedzialna za organizacj¢ pierwszego wrzeciona
podziatlowego (tzw. aster plemnikowy) w zygocie. Badania u ludzi i zwierzat
wykazaty, ze uwolnienie centrioli z potaczenia z witkg i utworzenie astera zalezy od

aktywnosci proteasomow [60]. Farmakologiczna lub immunologiczna inhibicja
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proteasomu powoduje zaburzenia formowania si¢ astera co prowadzi do op6znienia
lub zatrzymania rozwoju przedjadrzy w zygotach bydlecych i ludzkich [60].
Oznacza to, iz mimo wniknigcia plemnika do komorki jajowej nie dochodzi do
polaczenia genomow 1 podziatu zygoty. Plemniki mezczyzn z teratozoospermig

i defektami centrioli wykazujg obnizong aktywnos$¢ proteasomow [60].

Innym elementem wnoszonym przez plemnik do komdrki jajowej s3
mitochondria zlokalizowane we wstawce. W wigkszoéci gatunkow, w tym
u cztowieka, zarodek dziedziczy mitochondria tylko po matce. Dzieje si¢ to poprzez
mechanizm eliminacji mitochondriéw ojcowskich tuz po zaptodnieniu. Tu rowniez
zaangazowany jest system UPS. Mitochondria plemnikowe w zygocie ulegaja
ubikiwtyzacji przez co sg kierowane do degradacji [63]. Inhibicja proteasomow
zapobiega prawidtowej degradacji mitochondridow ojcowskich po zaptodnieniu [63].
Do catkowitego usunigcia mitochondriow plemnikowych niezbedna jest wspotpraca
uktadu proteasoméw i autofagii. W zygotach zaobserwowano rekrutacje receptorow
autofagicznych (np. biatka p62/SQSTMI1) do ubikwitynowanych mitochondriow
ojcowskich oraz tworzenie wokot nich skupisk biatkowych typowych dla procesow
autofagii [63]. Eliminacja mitochondriow ojcowskich ma kluczowe znaczenie dla
prawidtowego rozwoju zarodka, zapewnia wyltaczno$¢ mitochondrialnego DNA
matki i zapobiega potencjalnym konfliktom genetycznym czy dysfunkcjom

metabolicznym [63].

1.7. Molekularne aspekty jakosci zarodkow

Jako$¢ zarodkow zalezy od zespotu czynnikow molekularnych wniesionych
przez oboje rodzicow oraz przebieg zdarzen zaraz po zaptodnieniu. Kluczowe
znaczenie ma integralno§¢ DNA rodzicow. Oocyty dysponujag mechanizmami
naprawy DNA plemnika jednak nadmierna fragmentacja lub aberracje chromatyny

plemnika moga przekracza¢ zdolno$ci kompensacyjne zygoty. Zwigkszone
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uszkodzenie DNA plemnikowego niekorzystnie wptywa na rozwdj zarodka juz od
pierwszych podzialow. Przy zarodkach uzyskanych z IVF udowodniono, ze wysoki
poziom fragmentacji DNA koreluje z gorsza jako$cia zarodkéw juz w drugiej dobie
rozwoju oraz czestszym zatrzymaniem si¢ przed stadium blastocysty [66].
U zarodkoéw zapladnianych plemnikami ze znacznie uszkodzonym DNA obserwuje
si¢ obnizone wskazniki prawidlowych zaptodnien, nizszy odsetek dobrze
rokujacych zarodkow, mniejsza liczbe blastocyst oraz zwigkszony odsetek
zarodkoOw zatrzymanych w rozwoju w porOwnaniu z parami, u ktorych DNA

plemnikow wykazywato nizszy stopien uszkodzen [66].

Oprocz DNA plemnik wnosi do komorki jajowej rowniez RNA 1 biatka

mogace wplywaé¢ na wczesny rozwo6j zarodka. Dzigki badaniom proteomicznym
wykazano, ze profil biatkowy plemnika moze korelowa¢ z jakoScig powstajacego
zarodka.
W badaniach Jodar i wsp (2020) zidentyfikowali 18 biatek plemnikowych ktorych
poziom istotnie korelowal z jakoscig zarodkow. Szczegdlnie nieprawidtowy poziom
kompleksu chaperoniny CCT/TRIC w plemnikach korelowal ze stabg jako$cig
zarodkow [64].

1.8. Morfologiczne aspekty jakosci zarodkow

Ocena morfologiczna zarodkow stanowi podstawowe narzedzie embriologii
klinicznej, shluzace ocenie potencjalu implantacyjnego 1 rozwojowego. Istnieja
kryteria oceny zarodkow na kazdym etapie rozwoju, od zygoty do blastocysty [65].
Okoto 16-18 godzin od zaplodnienia w zygocie ocenia si¢ liczbe i morfologie
przedjadrzy. Prawidtowo zaptodniona komdrka jajowa powinna zawieraé dwa
(meskie 1 zenskie) przedjadrza 0 podobnej wielkosci, utozone centralnie

z wyraznymi jaderkami. Obecno$¢ jednego badz trzech przedjadrzy s$swiadczy
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o zaburzeniach w procesie zaptodnienia 1 Swiadczy o nieprawidtowym zaptodnieniu

1 wigze si¢ z niskim potencjatem rozwojowym.

W 2 i 3 dniu rozwoju ocenianymi kryteriami jakosSci sg: liczba blastomeroéw
adekwatna do czasu rozwoju (np. 4 komorki w drugiej dobie, 8 komodrek w trzeciej
dobie), jednolita wielko$¢ blastomerdéw, stopien fragmentacji cytoplazmy oraz
obecno$¢ symetrii podzialow. Zarodki najwyzszej jakosci wykazuja pelng lub
niemal pelng réwnomierno$¢ blastomerow i niski stopien fragmentacji (ponizej

10%).

Gdy zarodek w pigtej dobie osigga stadium blastocysty ocenie podlega
stopien ekspansji jamy blastocysty oraz morfologia wezla zarodkowego (ICM)
1 trofoektodermy. Blastocysty najwyzszej jakosci  posiadajg  zwarty,
wielokomérkowy wezet zarodkowy 1 jednolita trofoektoderme¢ zbudowang
z licznych, jednolitych komorek. Systemy punktacji takie jak skala Gardnera dla
blastocyst sg powszechnie stosowane i1 wykazano ich zwigzek z potencjalem
implantacyjnym, cho¢ sama morfologia moze nie wystarczy¢ do oceny potencjatu

rozwojowego [65].

1.9. Znaczenie proteolizy w rozwoju zarodkow

Proteoliza zalezna od uktadu ubiquitin—proteasom (UPS) odgrywa kluczowa
role we wczesnym rozwoju zarodkowym. System UPS uczestniczy we wszystkich
etapach rozrodu, od gametogenezy po implantacje. Zapewnia on selektywna
degradacje biatek, co warunkuje prawidtlowe tempo podzialdéw komoérkowych,
eliminacj¢ uszkodzonych lub zbednych elementow gamet oraz utrzymanie

homeostazy we wczesnych komorkach zarodka [67].
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1.9.1. Degradacja biatek matczynych i regulacja cyklu

komorkowego zarodka

Zarodki ssakéw we wczesnych etapach rozwijaja si¢ w oparciu o matczyne
mRNA 1 biatka komoérki jajowej. Prawidlowe przejscie z genomu matczynego na
wilasny, zarodkowy, czyli przejscie matczyno-zygotyczne (MZT) wymaga usuni¢cia
wielu biatek matczynych poprzez proteolizg. Degradacja tych biatek jest niezbedna
do aktywacji genomu zygoty (ZGA) i dalszego rozwoju. W eksperymentach
wykazano, ze inhibicja aktywnosci proteasomu we wczesnym zarodku prowadzi do

opdznienia inicjacji transkrypcji zygotycznej i zaburzen rozwoju zarodka [68].

Waznym elementem MTZ 1 kolejnych podzialéw jest kontrola cyklu
komorkowego przez uktad UPS. Tuz po zaptodnieniu w oocycie UPS posredniczy
w zakonczeniu podzialu mejotycznego (metafazy II) — nastgpuje ubikwitynacja
1 degradacja wybranych biatek utrzymujacych tzw. czynnik cytostatyczny (CSF),
m.in. EMI1, a takze degradacja cykliny B, kluczowego sktadnika czynnika
promujacego faz¢ M (MPF). Proteoliza cykliny B umozliwia zahamowanej
komorce jajowej dokonczenie mejozy (ekspulsje drugiego ciatka kierunkowego)
i wejscie w interfaze zygoty [67]. W dalszych cyklach komorkowych kompleks
anafazowy (APC/C) znakujac ubikwityng cykliny 1 sekuryny zapewnia ich
degradacje¢ w proteasomie, co warunkuje prawidilowa segregacje¢ chromosomow

i przejécie z metafazy do anafazy w kolejnych podziatach blastomerow [67].
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1.9.2. Kontrola jakosci blastomeréw — degradacja wybranych biatek
regulatorowych

W intensywnie dzielagcym si¢ zarodku utrzymanie prawidtowe] jakosci
blastomerow ma zasadnicze znaczenie. Zdenaturowane lub uszkodzone biatka sg
usuwane przez proteasom co zapobiega tworzeniu si¢ toksycznych agregatow.
W warunkach stresu oksydacyjnego reaktywne formy tlenu (ROS - Reactive
Oxygen Species) moze aktywowa¢ p53 co prowadzi do apoptozy. Sprawnie
dziatajacy system UPS degraduje nadmiar p53 chronigc blastomery przed
zatrzymaniem w rozwoju. Regulacja p53 odbywa si¢ przez ligazy MDM2 i MDMA4,
ktére oznakowuja p53 ubikwityna, kierujac je na degradacje. Myszy pozbawione
Mdm?2 obumierajg na etapie blastocysty wskutek niekontrolowanej aktywnosci p53
[70].

1.9.3. Przygotowanie zarodka do implantacji — rola proteasomu w

aktywacji trofektodermy

Ostatni etap rozwoju przedimplantacyjnego to formowanie blastocysty
1 roznicowanie jej komorek na ICM oraz trofektoderme (TE). W szlaku Hippo—YAP
proteasomalna degradacja ufosforylowanego YAP w komorkach wewnetrznych
zapobiega ekspresji genow TE, natomiast w komodrkach zewngtrznych YAP nie
ulega degradacji 1 wspdlnie z TEAD4 inicjuje transkrypcje gendow
trofoblastycznych (np. CDX2) [71].

Przy implantacji komorki TE aktywuja produkcje metaloproteinaz
macierzowych MMP-2 i MMP-9, rozktadajacych macierz endometrium. Badania na
myszach wykazaly, ze zahamowanie proteasomu obniza ekspresj¢c MMP-2 i MMP-
9i prowadzi do zmniejszenia odsetka implantacji zarodkow co moze mie¢ znaczenie

réwniez w embriologii cztowieka [69].
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1.10. Immunoproteasomy w nasieniu a procesy rozrodcze

Immunoproteasomy to wyspecjalizowane formy proteasomow  —
komorkowych kompleksow proteolitycznych odpowiedzialnych za degradacje
biatlek oznaczonych ubikwityng. Standardowy proteasom 20S sklada si¢
z katalitycznych podjednostek 1, B2 i 5, natomiast w immunoproteasomie sg one
zastgpione indukowalnymi podjednostkami Bli (LMP2), B2i (MECL-1) i pB5i
(LMP7)[10]. Do powstania immunoproteasoméw dochodzi najczgéciej pod
wplywem cytokin prozapalnych (np. interferonu-vy), ktére indukujg ekspresje gendw
tych  podjednostek.  Immunoproteasomy  charakteryzujag si¢  zmieniong
specyficznoscig cigcia peptydéw — w porownaniu do proteasomu konstytutywnego
sprzyjaja generowaniu peptydow z hydrofobowym C-koncem, co usprawnia
prezentacje¢ antygenow w kontek§cie MHC klasy I[10]. Cho¢ poczatkowo uwazano
je gléwnie za element odpornosci, obecne dowody wskazuja, zZe
immunoproteasomy petnig szersze funkcje w utrzymaniu homeostazy bialek

(proteostazy), zwlaszcza pod wptywem stresu oksydacyjnego [72].

Immunoproteasomy, poprzez indukowalne podjednostki (LMP2, MECL-1,
LMP7), modyfikuja aktywno$¢ proteasomu i petnig kluczowe funkcje w gametach
meskich oraz wczesnym rozwoju zarodka. Udzial immunoproteasoméw obejmuje
kontrole jakosci plemnikéw, kapacytacje, penetracje ZP, reorganizacje
komponentow ojcowskich w zygocie, a takze wspomaganie proteostazy

1 immunotolerancji matczynej, co tacznie zwicksza szanse na sukces reprodukcyjny.
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1.11. Hobson Sperm Tracker i inne systemy CASA w analizie

nasienia

Komputerowa analiza nasienia (Computer-Assisted Sperm Analysis, CASA)
zostala wprowadzona pod koniec lat 80 XX w. w odpowiedzi na niska
powtarzalno$s¢ regcznej oceny ruchliwosci plemnikéw. Szoste wydanie WHO
Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen (2021)
wskazuje CASA jako narzedzie referencyjne do pomiaru ruchliwo$ci progresywnej
i koncentracji, pod warunkiem $cistej kalibracji i kontroli jakosci [6]. Podkre$lono
koniecznos¢ standaryzacji parametrow analizy, aby zapewni¢ poréwnywalnos¢

wynikéw migdzy laboratoriami [73].

HOBSON Sperm Tracker (HST) jest zaawansowanym systemem
komputerowej analizy nasienia typu CASA, opracowanym w potowie lat 90
w Wielkiej Brytanii [74]. System sktada si¢ z odwroconego mikroskopu optycznego
z kontrastem fazowym 1 termostatowanym stolikiem (37°C), wysokoczutej kamery
wideo polaczonej z mikroskopem oraz komputera z oprogramowaniem do analizy
obrazu. Przyktadowo, w konfiguracji HST wykorzystywano mikroskop Olympus
BH-2
z podgrzewanym stolikiem oraz kamer¢ Sony DXC-101P [75]. Kamera rejestruje
obraz pola widzenia preparatu w czasie rzeczywistym i przekazuje go do
komputera, gdzie odbywa si¢ automatyczna detekcja oraz $ledzenie ruchu

plemnikow [75].

HST wykorzystuje unikatowg technologie rownoczesnego rozdzialu obrazu
(SIS — Simultaneous Image Separation), ktora umozliwia skuteczng analize
poruszajacych si¢ plemnikow w czasie rzeczywistym [3]. Obraz z mikroskopu jest
cyfrowo filtrowany, aby wykry¢ gléwki plemnikoéw, przypisa¢ im identyfikatory
1 §ledzi¢ ich pozycje w kolejnych klatkach wideo. Algorytm dziata w trybie
cigglym, dzigki czemu kazdy plemnik moze by¢ $ledzony tak dlugo, jak pozostaje

w polu widzenia, co znaczaco zwicksza precyzj¢ pomiardw [76].
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Sercem systemu jest komputer PC z dedykowang karta przechwytujaca
obraz. HST pracuje typowo z czgstotliwoscig 25-50 kl./s, co zapewnia odpowiednig
rozdzielczo$¢ czasowa do analizy szybkich ruchéw plemnikow [77]. W praktyce
zastosowanie akwizycji 50 Hz pozwala w ciggu sekundy zebra¢ 50 punktow
trajektorii dla kazdego plemnika [77]. Kluczowe ustawienia (promien poszukiwan,
minimalna liczba klatek na tor) podlegaja kalibracji — np. dla nasienia baraniego
optymalny promien to ok. 15 um, a minimalna dlugos¢ toru 22-26 klatek [76].
Nieprawidlowy dobor tych parametrow moze prowadzi¢ do utraty szybkich
plemnikow lub blednego tgczenia torow [76]. Oprogramowanie na biezgco
prezentuje parametry ruchu w formie liczbowej i graficznej; na obraz
mikroskopowy nakltadane sa kolorowe trajektorie s$ledzonych plemnikow, co

utatwia weryfikacje poprawnosci analizy [75].

Fot. 1. System komputerowej analizy nasienia CASA — Hobson Sperm

Tracker. (dzieki uprzejmosci dr n. biol. Piotra Sieczynskiego)

W diagnostyce nieptodnosci meskiej HST umozliwia precyzyjny pomiar
koncentracji, odsetka plemnikéw ruchliwych 1 szczegblowych parametrow
kinematycznych, ulatwiajac monitorowanie zmian jakosci nasienia po leczeniu lub

zmianach stylu zycia [78]. System rejestruje tez subtelne zmiany w rozkladzie
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subpopulacji plemnikow pod wplywem czynnikow srodowiskowych czy

toksycznych [78]. System ocenia parametry:

* % plemnikéw aktywnych — warto§¢ mierzona na podstawie liczby
ruchliwych plemnikéw w polu analiz 1 dzielona przez catkowitg liczbe plemnikoéw
zliczonych przez system HST, a nastgpnie mnozona przez 100, aby wyrazi¢ wartos¢

procentow3. Jest wyswietlana dla kazdego §ladu (track).

* $rednia predkos¢ plemnika — average path velocity (VAP) — predkosé
obliczana na podstawie wygtadzonej drogi plemnikéw uzyskanej poprzez
usrednienie maksymalnych zakrzywien trajektorii bez uwzglednienia ruchu glowki.

Odpowiada rzeczywistej progresji plemnika w czasie. Wyniki wyrazono w pm/sek.

* catkowita predkos¢ plemnika — curvilinear velocity (VCL) — predkosc
obliczana na podstawie sumowania kolejnych odcinkéw drogi plemnika
z uwzglednieniem bocznych wychylen gléwki plemnika 1 dzielona przez czas
trwania obserwacji. Warto$¢ jest wyrazona w um/sek. 1 odpowiada rzeczywistej
drodze, jaka pokonuje plemnik w czasie. Ponizej 10 pm/sek. plemniki s3

klasyfikowane jako nieruchome.

* prostoliniowo$¢ ruchu plemnika — straight line velocity (VSL) — odlegto$¢
pomiedzy pierwsza i1 ostatnig pozycja plemnika w §ladzie (track) dzielona przez
czas, w ktorym zostatl zarejestrowany. Warto§¢ podawana w um/sek. dla kazdego

zaakceptowanego $ladu.

* Srednia kgtowa zmiana kierunku — mean angular displacement (MAD)
— $rednia warto$¢ katowa zmian kierunku ruchu plemnika rejestrowana w kolejnych
obrazach (zmiana katowa przy ruchu plemnika po trajektorii pomiedzy dwiema
klatkami obrazu). Jest mierzona w stopniach i wyrazana jako $rednia warto$¢ dla

kazdego zaakceptowanego $ladu.

» amplituda bocznych wychylen gtowki — amplitude of lateral head
displacement (ALH) — gtéwne, zmieniajace si¢ ruchy boczne glowki plemnika
w mikronach. Warto$¢ jest podawana jako $rednie (nie maksymalne) odchylenie

rzeczywistej drogi od wygladzone;j trajektorii.

37



» czestotliwo$¢ zmian pracy witki — beat cross frequency (BCF) —
czestotliwos¢ zmian charakterystyki ruchu na rzeczywistej drodze w czasie,

wyrazona w Hertzach (cykle/sek.).
Drugorzedowe parametry wyznacznikow jakosci nasienia uzyskane
z przeksztatcenia danych pierwszorzedowych:

* liniowo$¢ — linearity (LIN) — warto$¢ pomigdzy pierwszg i ostatnig pozycja
plemnika w $ladzie — ,odleglo§¢ minimalna” (VSL) dzielona przez sume¢
wszystkich odcinkow $ladu z uwzglednieniem bocznych wychylen gléwki plemnika
— ,,odlegtos¢ catkowita” (VCL). Stosunek jest mnozony przez 100 i wyrazony jako

% dla kazdego zaakceptowanego sladu.

* kierunkowos$¢ — straightness (STR) — warto$¢ wyrazona w % pomigdzy
pierwszg 1 ostatnig pozycja plemnika w §ladzie — ,,0dleglo§¢ minimalna” (VSL)
dzielona przez odlegtos¢ wygladzonej trajektorii bez uwzglednienia ruchu gtowki

plemnika (VAP) i mnozona przez 100.

 miara ruchliwosci plemnikéw w probce — momentum (MOM) — $rednia
predkos¢ catej populacji plemnikéw w przeliczeniu na ml nasienia w oparciu o czas
analizy probki, np.: 750 m/s odpowiada koncentracji 30 min/ml plemnikow

poruszajacych si¢ z predkoscig 25 pm/sek.

Po procedurach przygotowania nasienia (swim-up, gradienty) analiza CASA
potwierdza skuteczno$¢ selekcji — wyizolowane plemniki wykazuja wyzsza
predkos¢ liniowa 1 bardziej prostoliniowy tor ruchu [77]. HST umozliwia
identyfikacje plemnikow hiperaktywowanych, co ma znaczenie dla zdolnos$ci
penetracji ostonki oocytu; system byl tez wykorzystany w technice komputerowo

wspomaganego wyboru pojedynczych plemnikéw hiperaktywowanych (CISS) [75].
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System

IVOS 11 / CEROS
I

Sperm Class
Analyzer (SCA)

AndroVision® /

AndroScope

ImageJ

CASA

(open-source)

YOTM
Sperm Test

Home

Producent

Hamilton Thorne

Microptic

Minitiib

Wilson-Leedy

Ingermann

&

Medical Electronic

Systems

Tabela 3. Wiodgce systemy CASA.
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Kluczowe cechy

60-200
detekcja

fps,

hyperaktywaciji,
modul morfologii
strict-Kruger

Analiza morfologii
barwnej, testy

fluorescencyjne

Ekran  dotykowy,
automatyczna baza
danych,  komora
eFlow do liczenia
koncentracji
Makro do ImageJ,
niski koszt, petlna
edytowalnos¢
skryptow

Matryca optyczna
w module telefonu,

Al w chmurze

Zastosowania
glowne
Kliniki IVF,
toksykologia

farmaceutyczna

Kliniczna
andrologia,

badania
weterynaryjne
Produkcja nasienia
knuréw/bydta [8]

Ichtiologia,
dydaktyka
akademicka

Samo-screening

domowy



1.12. Morfokinetyka w systemie EmbryoScope

System EmbryoScope (Vitrolife) to zintegrowany inkubator z wbudowanym
mikroskopem 1 kamerg cyfrowa, umozliwiajacy wykonywanie obrazow
hodowanych zarodkow co Kkilka minut (zwykle co 10 minut) bez wyjmowania ich
na zewnatrz [79]. Umozliwia to ciggla rejestracje rozwoju poszczegdlnych
zarodkow w postaci filmu poklatkowego. Dotaczone oprogramowanie korzystajac
z algorytmow opartych na tysigcach cykli IVF analizuje obrazy z EmbryoScope
1 automatyczne ocenia rozwdj zarodka 1 jego szanse na implantacj¢. Dodatkowo
algorytmy sztucznej inteligencji Al mogg analizowac cate filmy z rozwoju zarodka
i wystawia¢ mu obiektywng ocene [79]. W praktyce system pozwala na
bezinwazyjng hodowle przy statych, stabilnych warunkach (temperatura, pH itp.)
oraz na biezacg ocen¢ morfokinetyki co umozliwia stabilne warunki hodowli oraz

szczegdtowa analiz¢ dynamiki rozwoju zarodka [79].

Analiza morfokinetyczna opiera si¢ na pomiarze czasOw kolejnych
podziatéw zarodka. Do podstawowych parametrow naleza m.in.: t2, t3, t5 — czasy
dojscia odpowiednio do stadium 2-, 3- i 5-komérkowego; cc2 — dlugosé drugiego
cyklu komorkowego (tj. czas trwania podzialu z 2 na 3 komérki, obliczany jako
t3-t2); s2 — synchronizacja drugiego cyklu komodrkowego (czas od stadium
3-komorkowego do 4-komorkowego, tj. t4-t3) [79]. Parametry te opisujg dynamike
podziatéw zarodka 1 sg postrzegane jako prognostyczne wskazniki jakosci jego

rozwojul.

Wielu badaczy podkresla zwigzek morfokinetyki 2z potencjalem
Implantacyjnym. W retrospektywnym badaniu Basile i wsp. (2015) wykazali, ze
kluczowymi markerami skorelowanymi z implantacja sa przede wszystkim t3
(zakres optymalny ~34-40 h), cc2 (~9-12 h) oraz t5 (~45-55 h) [81]. Na tej
podstawie zostal opracowany algorytm, ktory klasyfikuje zarodki A-E wag.
prawdopodobienstwa implantacji. Zarodki z klasy A charakteryzuja si¢ najwyzszym
wspolczynnikiem implantacji, a w dalszych kategoriach ten poziom spada [81].
Jiang i wsp (2024) wykazali, ze zarodki rozwijajace si¢ szybciej prowadza do
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wysokiej jakosci blastocyst. Ich czasy t2, t4, t6-t9 sa krotsze w pordwnaniu do
zarodkow nizszej jakosci, przy czym zaobserwowano tez, ze cc2 byt u nich istotnie
wydhuzony [82]. Oznacza to, ze zardbwno przyspieszone jak i opdznione podziaty w
okreslonych stadiach mogg by¢ zwigzane z gorszymi rokowaniami, a ,,optymalne”
zakresy kinetyczne daja wigksze prawdopodobienstwo prawidtowego rozwoju

zarodka.

W kontrolowanych badaniach klinicznych wykazano, ze selekcja zarodkow
z wykorzystaniem systemu EmbryoScope prowadzi do uzyskania wigkszej liczby
cigz. Meseguer i wsp. (2014) przeprowadzili randomizowane badanie, w ktorym
jedna grupe zarodkéw hodowali w inkubatorze time-lapse, a druga w standardowym
inkubatorze. Pierwsza grupa miata istotnie statystycznie wigcej cigz klinicznych —
51,4% vs. 41,7% — oraz wyzszy wskaznik implantacji (44,9% vs. 37,1%) [80].
Meta-analiza randomizowanych badan (Magdi i wsp. 2019) objeta 2057 pacjentek
1 wykazala, ze wybdr zarodkow na podstawie morfokinetyki nieznacznie

poprawiata wskazniki urodzen zywych w poréwnaniu z rutynowg oceng [83].
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2. Cele pracy

Glownym celem tej pracy bylo wykazanie zwigzku miedzy aktywnoscia

proteasomow w plemnikach a skutecznoscig zaptodnienia komorek jajowych,

rozwojem morfokinetycznym zarodkoéw 1 uzyskaniem cigzy w procedurze IVF.

Cele szczegbdlowe:

1.

Ocena zalezno$ci pomigdzy aktywnos$cig proteasomOw a parametrami ruchu
plemnikéw ocenianymi metodg CASA (VSL, VAP, MAD, ALH, VCL, BCF,
MOM, LIN, STR, procACTIVE, procHYPER).

Analiza réznic w parametrach ruchu plemnikéw pomiedzy grupami o niskiej
1 wysokiej aktywno$ci proteasomow.

Ocena zwigzku pomiedzy aktywnoscig proteasomoéw, a morfokinetyka
rozwoju zarodkow.

Analiza zalezno$ci pomiedzy aktywnos$cig proteasomow, a uzyskaniem cigzy
biochemicznej, klinicznej oraz ryzykiem poronienia.

Proba opracowania modelu predykcyjnego, uwzgledniajagcego aktywno$¢

proteasoméw jako potencjalnego predyktora uzyskania cigzy.
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3. Materiaty 1 metody

Badania zostaly przeprowadzone w Centrum Leczenia Nieptodnosci
KRIOBANK w Bialymstoku oraz w Zakladzie Biologii Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Projekt uzyskat

zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku (uchwata nr
R-1-002/412/2018)

3.1 Sprzet 1 odczynniki

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano podane ponizej odczynniki
laboratoryjne oraz media. Wszystkie substancje zostaly dobrane zgodnie
z wymaganiami metodycznymi, tak aby zapewni¢ wiarygodno$¢ oraz
powtarzalno$¢  wynikéw. Odczynniki stosowano zgodnie z zaleceniami
producentow oraz z zachowaniem odpowiednich warunkéw przechowywania (2-

8°C) i przygotowania roztworow roboczych (temp. pokojowa).

. Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metylokumaryna (AMC); roztwor
wyjsciowy 100 mmol/l w 100% (dimetylosulfotlenk) DMSO firmy Sigma, USA

. Albumina wolowa, Sigma, USA

. Protein Assay dye reagent Concentrate, Biorad, Niemcy

. Glicerol, Sigma, USA

. Chlorek sodu, Chempur, Polska

. EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy), Sigma, USA

. EGTA (kwas etylenogammaaminotetraoctowy), Sigma,USA
. Kwas solny, Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska

. SDS (siarczan dodecylo sulfonowy), Sigma, USA

. TRIS (2-amino(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol), Trizma Base, Sigma,
USA
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. 7-amino-4-metylokumaryna (AMC)

. Sperm Freezing Medium, SAGE, USA

. Sperm Washing Medium, SAGE, USA

. Quinn’s Advantage Protein Plus Cleavage Medium, SAGE, USA

. Quinn’s Advantage Protein Plus Cleavage Blastocyst Medium, SAGE, USA

3.2 Pobieranie probek

Probki nasienia zostaly pozyskane od pacjentow w trakcie procedury IVF-
ET. Po pobraniu komoérek jajowych podczas punkcji przezpochwowej jajnikow,
partnerzy oddawali nasienie w specjalnie do tego przygotowanym pomieszczeniu
przy laboratorium. Ejakulat pozyskiwany byt droga masturbacji przy zachowaniu
3-5 dniowej wstrzemig¢zliwosci seksualnej. Przed preparatyka ejakulatéw do
zaptodnienia pobranych komoérek jajowych 0,25 ml nasienia badano i mrozono
w celu pozniejszego 0znaczana aktywnosci proteasomow. Pacjentow wiaczano do
badania w Centrum Leczenia Nieptodnosci KRIOBANK w Bialymstoku po
poinformowaniu ich o celu 1 zatozeniach badania oraz po uzyskaniu $wiadomej

zgody na pisSmie.

Po oddaniu nasienie pozostawione bylo przez 30-60 min. na plycie

grzewczej o temperaturze 37°C w celu uptynnienia. Po tym czasie oceniano:

1. Objetos¢ — przy pomocy miarowej, jednorazowej pipety Pasteura

2. Kolor — jako prawidtowy (nieprzezroczysty, mleczno-Szary, Szaro-
opalizujacy), lub nieprawidtowy (przezroczysty, zoOltawy, brunatny,
brunatno-czerwony)

3. pH — za pomoca paska wskaznikowego o zakresie 6,5-10, Moczono
koncowke w uptynnionym ejakulacie przez 1-3 sekundy i poréwnywano

ze skalg znajdujaca si¢ na pudetku z paskami wskaznikowymi.
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4. Lepkos¢ — oznaczano poprzez obserwacj¢ dtugosci nitki tworzacej si¢
przy wyptywaniu nasienia kroplami z pipety. Lepkos¢ oznaczano za

pomoca czterostopniowej skali (-, +, ++, +++)

[los¢ i aktywno$¢ plemnikéw w nasieniu byta oznaczana w systemie Hobson
Sperm Tracker (HST — Sence & Vision Electronic System Ltd. Sheffield, UK).
System rejestrowat obraz w czasie rzeczywistym, a zapis cyfrowym umozliwiat
analize trajektorii plemnikéw (fot 1.) 10 pl nasienia umieszczano na szkietku
podstawowym i nakrywano szkietkiem nakrywkowym, preparat umieszczano pod

mikroskopem i oceniano pod obiektywem x40.

Oceng ruchliwosci plemnikéw przeprowadzono metodg subiektywna,
wykorzystujac obserwacje mikroskopowsa. Plemniki klasyfikowano do jednej

z czterech kategorii, zgodnie z ich sposobem poruszania si¢, wedlug ponizszych
kryteriow:
e A-—ruch szybki, prostoliniowy (postepowy szybki):

Plemniki poruszajace si¢ energicznie do przodu po linii prostej lub lekko
zakrzywionej, z duza predkoscig (>25 um/s). Uznawane za najbardziej zdolne do

zaptodnienia.
e B —ruch wolny, prostoliniowy (postepowy wolny):

Plemniki poruszajace si¢ do przodu, lecz wolniej lub mniej liniowo niz

w kategorii A (predkos¢ 5-25 um/s), z bardziej kreta trajektorig ruchu.
e C —ruch nieprostoliniowy (niepostepowy):

Plemniki wykazujace aktywno$¢ ruchowa (np. ruchy ogonka lub w miejscu),
jednak bez rzeczywistego przesuwania si¢ do przodu. Ruch jest chaotyczny lub

oscylacyjny.
e D —brak ruchu (nieruchome):

Plemniki catkowicie nieruchome, bez oznak aktywnosci witki.
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e Aglutynacj¢ — w skali (- brak aglutynacji, + 10-20 plemnikow tworzacych
skupiska, ++ >50 plemnikow tworzacych skupiska, +++ wszystkie plemniki

tworza skupiska

Za pomocg analizatora HST oceniano:

Koncentracj¢ plemnikow w 1 ml

Odsetek plemnikow aktywnych

Srednig predko$é plemnikéw — average path velocity (VAP)
Catkowitg predkos¢ plemnikow — curvilinear velocity (VCL)
Prostoliniowos$¢ ruchu plemnikow — straight line velocity (VSL)

Srednig katowa zmiang kierunku — mean angular displacement (MAD)

N o g A~ w Db oE

Amplitude bocznych wychylen glowki — amplitude of lateral head
displacement (ALH)

8. Czestotliwos¢ zmian pracy witki — beat cross frequency (BCF)

9. Liniowo$¢ — linearity (LIN)

10. Kierunkowos¢ — straightness (STR)

11. Miare ruchliwosci plemnikéw w probce — momentum (MOM)

Dla parametréw nasienia oraz proteasomow wyznaczono parametry
moéwigce, czy dana warto$¢ parametru przekracza — czy tez nie — warto$¢ mediany

dla tego parametru.
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3.3 Kriokonserwacja nasienia

Nasienie mieszano w proporcji 1:1 z medium krioprotekcyjnym (Sperm
Freezing Medium, (SAGE, USA) pakowano w stomke kriogeniczng, umieszczano
na 20 min. w parach cieklego azotu, a nastgpnie przenoszono do kontenera
z cieklym azotem (-196°C) w celu poOzniejszego oznaczania aktywnosci

proteasomow W badanym materiale.

3.4 Hodowla i obserwacja zarodkow w Embrioscope

W badaniu oceniano 480 zarodkéw uzyskanych od 103 pacjentek leczacych
si¢ z powodu nieplodnosci w Klinice Leczenia Nieptodnosci KRIOBANK
w Bialymstoku. Do analizy zarodkéw wykorzystywano time-lapse Embryoscope
firmy VitroLife. Wszystkie zarodki utworzone zostaly w procedurze ICSI. Po
zaptodnieniu 480 komorek jajowych uzyskano 364 zygoty wykazujace po 24
godzinach dwa przedjadrza. 222 zarodki dojrzaty do stadium blastocysty i byly

transferowane badz mrozone. Cigze biochemiczng uzyskano w 54 przypadkach.

Plytka do Embryoskopu sktada si¢ z 12 zaglebien do ktorych dodawane jest
20 pl podioza do hodowli Quinn's Advantage Protein Plus Cleavage Medium
(SAGE, USA). Wszystkie dotki sg pokryte olejem mineralnym w celu ograniczenia
parowania. Zarodki byly umieszczane po jednym w kazdym zaglebieniu
I hodowane w Embryoscopie. Warunki hodowli byty state tj. 37°C, 5,0% CO,, 5,0%
O,. Zdjecia kazdego zarodka byly wykonywane co 7 min., w pigciu ptaszczyznach
w celu oceny morfologii. Daje to kilkaset zdjg¢ w ciggu 5 dni co umozliwia

odtworzenie filmu poklatkowego.

Dla kazdego zarodka wyznaczanie byly parametry morfokinetyczne (tPB2,
tPNa, tPNf, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9, tSC, tM, tSB, tB) od pojawienia si¢ drugiego
ciatka kierunkowego (tPB2), poprzez pojawienie si¢ i zanik przedjadrzy (tPNa,
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tPNf), kolejne podziaty blastomerow (12, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9, tSC), moruli (tM),
do stadium blastocysty (tSB, tB). Nie we wszystkich zarodkach wszystkie

parametry zostaly ocenione.

Poniewaz prawidtowe wartosci parametrow morfokinetycznych nie powinny
by¢ skrajnie duze, ani skrajnie niskie [87] przyjeto, ze optymalne wartosci
parametrow powinny by¢ bliskie medianie, jako wartosci przecigtnej. Dlatego
wyznaczono mediany czaséw podziatu dla kazdego parametru [Tabela 4]. Nast¢pnie
dla kazdego parametru wyznaczono jego odlegtos¢ od mediany (t2med, t3med itd.),

jako wskaznik odleglosci od wartosci optymalne;.

Parametr Mediana

tPB2 4,6011
tPNa 9,4936
tPNf 25,0739
t2 28,6271
t3 39,1447
t4 41,4913
t5 52,6826
t6 55,6450
t7 58,8325
t8 64,2338
tM 93,8417
tB 105,2514

Tabela 4. Mediany czaséw podziatu dla parametréow morfokinetycznych.

3.5 Badanie aktywnosci proteasomow w plemnikach

Badanie aktywnosci proteasoméw w plemnikach obejmowalo oznaczenie
stezenia bialka metoda Bradforda, na aparacie firmy Bio-Rad oraz pomiar
aktywno$ci enzymatycznej proteasomow z wykorzystaniem syntetycznego

substratu fluorogenicznego Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC.
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3.5.1 Oznaczanie st¢zenia biatka metodg Bradforda

W  probkach  lizatow  plemnikéw  stezenie  bialka  oznaczano
spektrofotometrycznie z wykorzystaniem odczynnika Bio-Rad Protein Assay,

zgodnie z zaleceniami producenta.

Odczynnik rozcienczano w stosunku 1:4 (1 objetos¢ odczynnika na 4
objetosci  wody demineralizowanej). Do 50 ul probki dodawano 2,5 ml
rozcienczonego odczynnika. Po 5 minutach inkubacji, 100 pul mieszaniny
przenoszono do kuwety 1 mierzono absorbancje przy dlugosci fali 595nm w

biofotometrze (kalibracja zapisano automatycznie w urzadzeniu).

Wartosci absorbancji powinny miesci¢ si¢ w zakresie 0,2-0,7. W przypadku
przekroczenia zakresu — probke nalezalo odpowiednio rozcienczyé i powtdrzyc

pomiar, uwzgledniajgc wspdtczynnik rozcienczenia.

3.5.2 Oznaczanie stezenia biatka metoda microBradford

Dla mniejszych objetosci zastosowano procedur¢ microBradford. Do 80 pl
rozcienczonej probki dodawano 20 ul nierozcienczonego odczynnika. Po 5
minutach inkubacji przenoszono 70 ul mieszaniny do kuwety i dokonywano
pomiaru absorbancji. Stezenie biatka bylo obliczane automatycznie na podstawie
zapisanej krzywej kalibracyjnej. Wprowadzano dane o stopniu rozcienczenia

probki.
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3.5.3 Oznaczanie aktywnos$ci proteasoméw w lizacie plemnikow

Pomiar aktywno$ci proteasomow przeprowadzono w lizacie plemnikow
wykorzystujac ~ substrat  fluorogeniczny  Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-
metylokumaryna (AMC). Aktywno$¢ enzymatyczna byla oceniana na podstawie
ilosci wolnej AMC uwolnionej w wyniku hydrolizy substratu przez kompleksy
proteasomalne metoda fluorescencyjng. Kazda z préb oznaczana byta na dwa
sposoby. W pierwszym dodawano 35 pl lizatu plemnikoéw standaryzowanego na 15
mln/ml, w drugim ilo$¢ lizatu byta zalezna od st¢zenia biatka ktora miata wynosic¢

0,02 mg na probe.

Do pomiaru aktywnos$ci enzymatycznej zastosowano bufor reakcyjny oparty
na 100 mM roztworze Tris/HCl o pH 7.5, zawierajacy 1 mM EGTA oraz 1 mM
EDTA w celu chelatowania jonéw dwuwarto$ciowych, w szczegolnosci Ca*
I Mg*", mogacych wplywaé na stabilno$¢ oraz aktywno$¢ proteasoméw. Bufor
przygotowywano kazdorazowo bezposrednio przed rozpoczgciem oznaczen.
Odpowiednie ilosci Tris, EDTA oraz EGTA rozpuszczano w wodzie destylowane;,
regulowano pH roztworu do wartosci 7,5 przy uzyciu 0,1 M HCI, a nastepnie

uzupetniano woda destylowang do odpowiedniej objetosci.

Substrat fluorogeniczny Suc-LLVY-AMC rozpuszczano w dimetylosulfotlenku
(DMSO) w celu uzyskania roztworu wyjsciowego o stezeniu 50 mmol/l. Otrzymany
roztwor porcjowano i przechowywano w matych objetosciach w celu uniknigcia
wielokrotnego rozmrazania. Bezpos$rednio przed oznaczeniem przygotowywano
roztwor o stezeniu 1 mmol/l poprzez odpowiednie rozcienczenie roztworu z DMSO
i woda demineralizowang. Z roztworu 1 mM sporzadzano roztwory robocze
substratu, r6éznigce si¢ stezeniem w zaleznos$ci od analizowanego materiatu. Dla
lizatow plemnikéw stosowano substrat o stezeniu 250 pM, co odpowiadato

koncowemu stgzeniu 50 uM w mieszaninie reakcyjnej.

Oznaczanie aktywno$ci proteasoméw w lizatach plemnikéw prowadzono
bezposrednio na ptytkach titracyjnych. Kazda probke analizowano w dwoch

wariantach obejmujacych probg badang oraz probe kontrolng bez dodatku substratu.
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Dodatkowo na pytce umieszczano probe tla substratu oraz probe $lepa (blank).
Mieszaniny reakcyjne przygotowywano bezposrednio na ptytce, zachowujac stalg
kolejnos¢ dodawania sktadnikéw: bufor reakcyjny, materiat badany oraz substrat.
Po doktadnym wymieszaniu probki inkubowano przez 30 minut w temperaturze

37°C w celu zajscia reakcji enzymatyczne;.

Po zakonczeniu inkubacji, fluorescencj¢ mierzono w czytniku Optima
FluoroStar, przy dlugosciach fali wzbudzenia i1 emisji odpowiednio 355/460 nm.
Wyniki uzyskane dla kazdej probki byty przeliczane na ilo§¢ moli uwolnionej

AMC, na podstawie wczesniej przygotowanej krzywej wzorcowej (ryc. 3).

[AMC] (nM) Intensywnos$¢ Stezenie (uM)
fluorescencji

0 0 -

25 246 0,10

50 451 0,11

100 983 0,10

150 1429 0,10

200 1898 0,11

250 2376 0,11

Tabela 5. Wartosci krzywej kalibracyjnej do aparatu Optima FluoroStar.
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Rycina 3. Krzywa kalibracyjna do wyliczania stgzenia uwolnionej AMC dla aparatu
Optima FluoroStar.
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Na podstawie krzywej standardowej okreslano fluorescencyjng aktywnos$¢

proteasoméw w kazdej probce, wyrazajac wyniki jako wartos¢ koncowa aktywnosci

enzymatycznej znormalizowang wzgledem stezenia bialka.

3.5.4 Oznaczanie aktywnos$ci proteasoméw w lizacie plemnikow bez lub w

obecno$ci inhibitorow (bortezomib lub ONX 0914).

W celu weryfikacji,

aktywnos$¢

chemotrypsyn-like pochodzi z

proteasomdéw obecnych w lizatcie plemnikéw, przeprowadzono badania aktywnosci

enzymatycznej 11 losowych probek w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci

bortezomibu (inhibitor proteasomu 26S) i ONX 0914 (selektywny inhibitor

podjednostki f5i immunoproteasomu).

Aktywno$¢ oznaczano fluorometrycznie, wykorzystujac substrat Suc-Leu-

Leu-Val-Tyr-AMC w koncowym st¢zeniu 50 uM, w buforze reakcyjnym o pH 7,5.

Kazda probka lizatu zawierata 20 ng biatka (okreslonego wczes$niej metoda

Bradforda). Probki inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej, w

obecnosci lub braku inhibitora. Zarowno bortezomib, jak i ONX 0914 stosowano w

stezeniu 1 uM.

Aktywnos¢ proteasomow, U/mg bialka

Proby
1.12/L19
1.19/19L
1.39/19L
1.67/19L
1.24/19L
1.49/19L
1.57/19L
1.31/19L
1.45/19L
1.75/19L

220
322
185
39
163
134
18
505
99
102

7
13
0
22
8
5
2
20
6
8

bez inhibitora bortezomib ONX

111
142
85
41
56
72
14
278
52
47

Tabela 6. Aktywnosé proteasomow w lizacie nasienia bez i z inhibitorami -

bortezomib, ONX 0914.
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3.6 Analiza statystyczna

Ze wzgledu na brak normalnosci rozktadu analizowanych zmiennych
ilo$ciowych zastosowano testy nieparametryczne. Test Chi-kwadrat Pearsona zostat
uzyty do badania zalezno$ci mig¢dzy dwiema zmiennymi nominalnymi. Do
porownan mig¢dzy dwiema niezaleznymi grupami wykorzystano nieparametryczny
test U Manna-Whitneya. Wyznaczono wspotczynnik korelacji rang Spearmana do
okreslenia zwigzku miedzy dwiema zmiennymi numerycznymi lub porzadkowymi.
Przeprowadzono takze jednoczynnikowa 1 wieloczynnikowg analize regresji
logistycznej. Wyniki, dla ktorych p<0,05 uznano =za istotne statystycznie.
Wykorzystano pakiety Statistica 13.3 i Stata 18.0.
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4. Wyniki

Stwierdzono istotng statystycznie (p=0,0002) stabg korelacj¢ ujemng (R=-
0,18) pomiedzy aktywnos$cig proteasomoéw przy stezeniu 15 mln plemnikow/ml,
a liniowoscig ruchu plemnikow. Wzrost aktywnosci proteasomoéw wigzal si¢ ze
spadkiem wartosci parametru okreslajacego liniowos$¢ ruchu plemnikow. Wykres

rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 4.

80

75 1

Liniowos$¢ ruchu plemnikéw. (LIN)
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Aktywno$¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml.

Rycina 4. Wykres rozrzutu liniowosci ruchu plemnikow (LIN), wzgledem aktywnosci
proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p<0,0001) stabg korelacje dodatnig

(R=0,17) pomigdzy aktywnoscig proteasomoéw przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml,

a czestotliwoscig zmian pracy witki. Wzrost aktywnoS$ci proteasomow wigzat si¢ ze

wzrostem warto$ci parametru okreslajacego Czestotliwos¢ zmian pracy witki.

Wykres rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 5.

Czestotliwos¢ zmian pracy witki. (BCF)
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Rycina 5. Wykres rozrzutu czestotliwosci zmian pracy witki (BCF) wzgledem
aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 mln plemnikow/ml.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p<0,0001) staba korelacj¢ dodatnig

(R=0,24) pomi¢dzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 mln plemnikow/ml,

a catkowita predkoscig plemnikow. Wzrost aktywnosci proteasomow wigzat si¢ ze

wrostem wartosci parametru okreslajgcego catkowitg predkos¢ plemnikow. Wykres

rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 6.

Catkowita predkows¢ plemnikow (VCL).
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Aktywno$¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml.

Rycina 6. Wykres rozrzutu catkowitej predkosci plemnikow (VCL) wzgledem
aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 mln plemnikow/ml.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p<0,0001) silng korelacj¢ dodatnig
(R=0,64) pomigdzy aktywnoscig proteasoméw przy stezeniu 15 min plemnikow/ml,
a catkowitg ruchliwoscig plemnikow w probce. Wzrost aktywno$ci proteasomow
wigzal si¢ ze wzrostem wartosci parametru okreslajgcego catkowita ruchliwos¢
plemnikow w probee.. Wykres rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina
7.
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Aktywnos$¢ proteasomoéw przy stezeniu 15 min plemnikow/ml.

Rycina 7. Wykres rozrzutu catkowitej ruchliwosci plemnikow w probce (MOM)
wzgledem aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p<0,0001) staba korelacj¢ ujemng (R=-
0,22) pomigdzy aktywnos$cig proteasomow przy stezeniu 15 mln plemnikoéw/ml, a
prostoliniowoscig ruchu plemnikow. Wzrost aktywnosci proteasomow wigzat si¢ ze

spadkiem warto$ci parametru okreslajgcego prostoliniowos¢ ruchu plemnikow.

Wykres rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 8.
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Rycina 8. Wykres rozrzutu prostoliniowosci ruchu plemnikow wzgledem aktywnosci

Aktywno$¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml.

proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p<0,0001) staba korelacj¢ dodatnig
(R=0,29) pomiedzy aktywnoS$cig proteasomow przy stezeniu 15 mln plemnikow/ml,
a plemnikami hiperaktywowanymi. Wzrost aktywnos$ci proteasoméw wigzat si¢ ze
wzrostem wartosci parametru okreslajacego hiperkatywny ruch plemnikow. Wykres

rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 9.
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Rycina 9. Wykres rozrzutu liczby plemnikow hiperaktywnych wzgledem aktywnosci
proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p=0,049) slabg korelacj¢ ujemng (R=-
0,11) pomigdzy aktywnos$cig proteasomow na 20 pg biatka w probie, a liniowo$cig
ruchu plemnikow. Wzrost aktywnosci proteasomow wigzal si¢ ze spadkiem

warto$ci parametru okreslajacego liniowos¢ ruchu plemnikow. Wykres rozrzutu dla

powyzszej korelacji przedstawia rycina 10.
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Rycina 10. Wykres rozrzutu liniowosci ruchu plemnikow (LIN) wzgledem aktywnosci

proteasomow na 20 ug biatka w probie.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p=0,02) staba korelacje dodatnig

(R=0,137) pomigdzy aktywnoscig proteasoméw na 20 pg biatka w probie,

a czestotliwoscig zmian pracy witki. Wzrost aktywnoS$ci proteasomow wigzat si¢ ze

wzrostem wartosci parametru okreslajagcego Czestotliwo$¢ zmian pracy witki..

Wykres rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 11.
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Rycina 11. Wykres rozrzutu czestotliwosci zmian pracy witki (BCF) wzgledem

aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p=0,007) staba korelacje dodatnig
(R=0,15) pomigdzy aktywnos$cig proteasoméw W przeliczeniu na 20 pg biatka w
probie, a catkowita predkoscig plemnikow. Wzrost aktywnosci proteasomoéw wigzat

si¢ ze wzrostem wartosci parametru okreslajacego catkowita predkos$¢ plemnikow..

Wykres rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 12.
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Rycina 12. Wykres rozrzutu catkowitej predkosci plemnikow (LIN) wzgledem

aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p=0,03) stabg korelacj¢ ujemng (R=-0,13)
pomigdzy aktywnoscig proteasomow na 20 pg biatka w probie, a srednim katowym
odchyleniem toru ruchu plemnikow. Wzrost aktywnos$ci proteasomow wigzat si¢ ze
spadkiem warto$ci parametru okreslajagcego Srednie katowe odchylenie toru ruchu

plemnikow. Wykres rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 13.
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Rycina 13. Wykres rozrzutu sredniego kqtowego odchylenia toru ruchu plemnikow
(MAD) wzgledem aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie.

63

1400



Stwierdzono istotng statystycznie (p<0,0001) przecigtng korelacje dodatnig
(R=0,42) pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 pg biatka w probie, a
catkowita ruchliwoscig plemnikow w probce. Wzrost aktywnosci proteasomow
wigzal si¢ ze wzrostem wartosci parametru okreslajacego catkowita ruchliwos¢
plemnikow

w probce. Wykres rozrzutu dla powyzszej korelacji przedstawia rycina 14.
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Rycina 14. Wykres rozrzutu catkowitej ruchliwosci plemnikow w probie wzgledem
aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie.
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Stwierdzono istotng statystycznie (p=0,02) stabg korelacj¢ ujemng (R=-0,14)
pomigdzy aktywnoscig proteasomoéw na 20 pg biatka w prébie, odsetkiem
plemnikéw klasyfikowanych jako aktywne. Wzrost aktywnosci proteasomow
wigzat si¢ ze spadkiem warto$ci parametru okreslajacego odsetek plemnikoéw
klasyfikowanych jako aktywne. Wykres rozrzutu dla powyzszej korelacji

przedstawia rycina 15.
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Rycina 15. Wykres rozrzutu odsetka plemnikow klasyfikowanych jako aktywne
wzgledem aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany
parametru aktywnos¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml. (grupa 0 —
ponizej mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono rodznice istotne
statystycznie (p<0,0001) w wielkosci parametru okreslajacego liniowos¢ ruchu
plemnikow pomigdzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru
okreslajacego liniowos¢ ruchu plemnikow w grupie pierwszej (ponize] mediany
aktywnosci proteasomow) wynosita Me=61,1 (Q;=54,8; Q3=65,9), natomiast w
grupie drugiej (powyzej mediany aktywnos$ci proteasomow) byla znaczaco nizsza i

wynosita Me=56,7 (Q;=50,7; Q3=62,7). Uzyskane réznice przedstawia rycina 16.
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Rycina 16. Wykres ramka-wgsy liniowosci ruchu plemnikow (LIN) wzgledem
aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml ponizej/powyzej
mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany

parametru aktywnos¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml. (grupa 0 —

ponizej] mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono rdznice istotne

statystycznie (p<0,0001) w wielko$ci parametru okreslajagcego czgstotliwo$¢ zmian

pracy witki pomigdzy obiema stworzonymi

grupami.

Mediana parametru

okreslajacego Czestotliwo$¢ zmian pracy witki w grupie pierwszej (ponizej mediany

aktywnosci proteasomow) wynosita Me=5,4 (Q;=4,9; Q3=5,9), natomiast w grupie

drugiej (powyzej mediany aktywnosSci proteasomoéw) byla znaczaco wyzsza i

wynosita Me=5,7 (Q;=5,2; Q3=6). Uzyskane rdznice przedstawia rycina 17.
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Rycina 17. Wykres ramka-wgsy czestotliwosci zmian pracy witki (BCF) wzgledem
aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml ponizej/powyzej

mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany
parametru aktywnos¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml. (grupa 0 —
ponizej mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono rodznice istotne
statystycznie (p<0,0001) w wielkosci parametru okreslajacego catkowitg predkoscia
plemnikow pomigdzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru
okreslajagcego catkowita predkoscia plemnikoéw w grupie pierwsze] (ponizej
mediany aktywno$ci proteasomoéw) wynosita Me=116,2 (Q;=106; Q3=123,6),
natomiast w grupie drugiej (powyzej mediany aktywno$ci proteasomow) byta
znaczaco wyzsza 1 wynosita Me=122,5 (Q;=113,6; Q3=134,5). Uzyskane rdznice
przedstawia rycina 18.
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Rycina 18. Wykres ramka-wgsy catkowitej predkosci plemnikow wzgledem
aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml ponizej/powyzej
mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany
parametru aktywnos¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml. (grupa 0 —
ponizej mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono roznice istotne
statystycznie (p<<0,0001) w wielko$ci parametru okreslajacego catkowitg ruchliwo$¢
plemnikéw w probce pomiedzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru
okreslajacego catkowita ruchliwos¢ plemnikow w probce W grupie pierwszej
(ponizej mediany aktywnosSci proteasomoéw) wynosita Me=290 (Q;=181; Q3;=434),
natomiast w grupie drugiej (powyzej mediany aktywnosci proteasomow) byta
znaczaco wyzsza 1 wynosita Me=774 (Q;=506; Q3=1319). Uzyskane ro6znice

przedstawia rycina 19.
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Rycina 19. Wykres ramka-wgsy catkowitej ruchliwosci plemnikow w probce
wzgledem aktywnosci proteasomow przy stezemiu 15 min  plemnikow/ml
ponizej/powyzej mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany
parametru aktywnos¢ proteasoméw przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml. (grupa 0 —
ponizej] mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono rdznice istotne
statystycznie (p<0,0001) w wielko$ci parametru okreslajacego prostoliniowosc
ruchu plemnikéw w probce pomigdzy obiema stworzonymi grupami. Mediana
parametru okreslajacego prostoliniowo$¢ ruchu plemnikéw w probce W grupie
pierwszej (ponizej mediany aktywno$ci proteasoméw) wynosita Me=90,9
(Q:=89,45; Q3=93,05), natomiast w grupie drugiej (powyzej mediany aktywnosci
proteasomOw) byla znaczgco nizsza i wynosita Me=89,5 (Q:=86,7; Q3=90,9).

Uzyskane roznice przedstawia rycina 20.
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Rycina 20. Wykres ramka-wgsy prostoliniowosci ruchu plemnikow wzgledem
aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml ponizej/powyzej
mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany
parametru aktywnos¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml. (grupa 0 —
ponizej mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono rodznice istotne
statystycznie (p<0,0001) w wielkosci parametru okreslajagcego odsetek plemnikow
hiperaktywnych pomiedzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru
okreslajacego odsetek plemnikow hiperaktywnych w grupie pierwszej (ponizej
mediany aktywnoS$ci proteasoméw) wynosita Me=15 (Q;=10; Q3=25), natomiast w
grupie drugiej (powyzej mediany aktywnos$ci proteasomow) byta znaczaco wyzsza i

wynosita Me=28 (Q;=16; Q3=41). Uzyskane r6znice przedstawia rycina 21.
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Rycina 21. Wykres ramka-wgsy odsetka plemnikow hiperktywnych wzgledem
aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml ponizej/powyzej
mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany
parametru aktywnos$¢ proteasoméw na 20 pug biatka w probie (grupa O — ponizej
mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono roznice istotne statystycznie
(p<0,0001) w wielkosci parametru okreslajacego liniowos¢ ruchu plemnikow
pomiedzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru okreslajagcego
liniowos¢ ruchu plemnikow w grupie pierwszej (ponize] mediany aktywnosci
proteasomoéw) wynosita Me=58,58 (Q;=54,15; Q;=64,8), natomiast w grupie
drugiej (powyzej mediany aktywnos$ci proteasomow) byta znaczaco nizsza i

wynosita Me=54,7 (Q;=50,3; Q3=63,8). Uzyskane rdznice przedstawia rycina 22.
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Rycina 22. Wykres ramka-wgsy liniowosci ruchu plemnikow (LIN) wzgledem
aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie ponizej/powyzej mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany
parametru aktywnos$¢ proteasoméw na 20 pug biatka w probie (grupa O — ponizej
mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono roznice istotne statystycznie
(p<0,0001) w wielkosci parametru okreslajacego catkowita ruchliwos$¢ plemnikow
w probce pomigdzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru
okreslajacego catkowita ruchliwos¢ plemnikow w probce W grupie pierwszej
(ponizej mediany aktywnosSci proteasomoéw) wynosita Me=404 (Q;=249; Q3;=568),
natomiast w grupie drugiej (powyzej mediany aktywnosci proteasomow) byta
znaczaco wyzsza i wynosita Me=722,5 (Q,=361; Q3=1302). Uzyskane roéznice
przedstawia rycina 23.
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Rycina 23. Wykres ramka-wgsy catkowitej ruchliwosci plemnikow w probce (MOM)
wzgledem aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie ponizej/powyzej
mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem warto$ci mediany
parametru aktywnos$¢ proteasoméw na 20 pug biatka w probie (grupa O — ponizej
mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono roznice istotne statystycznie
(p=0,002) w wielko$ci parametru okreslajgcego prostoliniowosé ruchu plemnikow
pomiedzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru okreslajagcego
prostoliniowo$¢ ruchu plemnikdéw w grupie pierwszej (ponizej mediany aktywnosci
proteasomow) wynosita Me=90,9 (Q;=87,9; Q3=92,25), natomiast w grupie drugiej
(powyzej] mediany aktywnosci proteasomOw) byta znaczaco nizszy 1 wynosita

Me=89,4 (Q:=86,2; Q3=91,5). Uzyskane roznice przedstawia rycina 24.
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Rycina 24. Wykres ramka-wgsy prostoliniowosci ruchu plemnikow (STR) wzgledem
aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie ponizej/powyzej mediany.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem wartosci mediany
parametru aktywnos$¢ proteasoméw na 20 g biatka w probie (grupa O — ponizej
mediany, grupa 1 — powyzej mediany). Stwierdzono roznice istotne statystycznie
(p=0,002) w  wielkoSci parametru okre$lajagcego  odsetek  plemnikow
klasyfikowanych jako aktywne pomigdzy obiema stworzonymi grupami. Mediana
parametru okreslajacego odsetek plemnikow klasyfikowanych jako aktywne w
grupie pierwszej (ponizej mediany aktywno$ci proteasomow) wynosita Me=49
(Q1=23; Q3=53), natomiast w grupie drugiej (powyzej mediany aktywnos$ci
proteasomow) byla znaczgco nizsza i wynosita Me=40 (Q;=30; Qs=49). Uzyskane

roéznice przedstawia rycina 25.
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Rycina 25. Wykres ramka-wgsy odsetka plemnikow klasywikowanych jako aktywne
(procAKTIV) wzgledem aktywnosci proteasomow na 20 ug biatka w probie
ponizej/powyzej mediany.
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Wykazano zaleznos$¢ istotng statystycznie (p<0,0001) pomiedzy aktywnosci
proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml, a liniowoscig ruchu plemnikow
(LIN). W grupie probek o aktywnosci proteasomow ponizej mediany 63,78%
obserwacji charakteryzowato si¢ wartoSciami parametru opisujgcego liniowos$é
ruchu plemnikéw powyzej mediany, natomiast 36,22% — warto$ciami tego
parametru ponizej mediany. Z kolei w grupie o aktywnos$ci proteasomow rownej lub
powyzej mediany jedynie 42,93% probek wykazywalo wartosci parametru
opisujgcego liniowos¢ ruchu plemnikow powyzej mediany, natomiast 57,07%
charakteryzowalo si¢ wartosciami tego parametru ponize] mediany. Uzyskane

zalezno$¢ przedstawia tabela 7 oraz rycina 26.

Liniowo$¢ ruchu Liniowos$¢ ruchu
plemnikéow (LIN) plemnikow (LIN)
ponizej mediany powyzej mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 71 125
15 miIn/ml ponizej 36,22% 63,78%
mediany
AktywnoS$¢ proteasomow 117 88
15 min/ml powyzej 57,07% 42,93%
mediany

Tabela 7. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml, a liniowoSciq ruchu plemnikow.
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Rycina 26. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml, a liniowoscig ruchu plemnikow.
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Wykazano zaleznos$¢ istotng statystycznie (p<0,0001) pomigdzy aktywnosci
proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml, a czgstotliwos$ciag zmian pracy
witki (BCF). W grupie probek o aktywnos$ci proteasoméw ponizej mediany 39,89%
obserwacji charakteryzowalo si¢ wartoSciami parametru opisujacego czestotliwosé
zmian pracy witki powyzej mediany, natomiast 60,11% — warto$ciami tego
parametru ponizej mediany. Z kolei w grupie o aktywnos$ci proteasomow rownej lub
powyzej mediany az 60,30% probek wykazywato warto§ci parametru opisujacego
czestotliwos¢  zmian pracy witki powyzej mediany, natomiast 39,70%
charakteryzowalo si¢ wartosciami tego parametru ponize] mediany. Uzyskane

zalezno$¢ przedstawia tabela 8 oraz rycina 27.

Czestotliwos¢ zmian Czestotliwo$¢ zmian
pracy witki (BCF) pracy witki (BCF)
ponizej mediany powyzej mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 113 75
15 miIn/ml ponizej 60,11% 39,89%
mediany
AktywnoS$¢ proteasomow 79 120
15 min/ml powyzej 39,70% 60,30%
mediany

Tabela 8. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml, a czestosciq uderzen bocznych gtowki plemnika (BCF).
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Rycina 27. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a czestoscig uderzen bocznych gtowki plemnika (BCF).
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Wykazano zaleznos$¢ istotng statystycznie (p<0,0001) pomiedzy aktywnosci
proteasoméw przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml, a calkowita predkoscia
plemnikow (VCL). W grupie probek o aktywno$ci proteasomow ponizej mediany
37,24% obserwacji charakteryzowalo si¢ wartosciami parametru opisujacego
catkowita predkoscia plemnikdéw powyzej mediany, natomiast 62,76% —
warto$ciami tego parametru ponize] mediany. Z kolei w grupie o aktywnosci
proteasomow réwnej lub powyzej mediany 60,98% probek wykazywato wartosci
parametru opisujacego catkowita predkoscia plemnikéw powyze] mediany,
natomiast 39,02% charakteryzowato si¢ warto$ciami tego parametru ponizej

mediany. Uzyskane zalezno$¢ przedstawia tabela 9 oraz rycina 28.

Calkowita predkosé Calkowita predkosé
plemnikow (VCL) plemnikow (VCL)
ponizej mediany powyzej mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 123 73
15 mlIn/ml ponizej 62,76% 37,24%
mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 80 125
15 min/ml powyzej 39,02% 60,98%
mediany

Tabela 9. Zaleznosé¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml, a catkowitq predkoscig plemnikow (VCL).
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Rycina 28. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a catkowitq predkoscig plemnikow (VCL).
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Wykazano zaleznos$¢ istotng statystycznie (p<0,0001) pomiedzy aktywnosci
proteasoméw przy stezeniu 15 min plemnikow/ml, a catkowita ruchliwos¢
plemnikow w probce (MOM). W grupie probek o aktywnosci proteasomow ponizej
mediany 30,85% obserwacji charakteryzowato si¢ wartoSciami parametru
opisujgcego Catkowita ruchliwos¢ plemnikow w probce powyze] mediany,
natomiast 69,15% — warto$ciami tego parametru ponizej mediany. Z kolei w grupie
o aktywnosci proteasoméw rownej lub powyzej] mediany 75,38% probek
wykazywato warto$ci parametru opisujacego Catkowita ruchliwo$¢ plemnikow w
probce powyzej mediany, natomiast 24,62% charakteryzowato si¢ wartosciami tego
parametru ponizej mediany. Uzyskane zalezno$¢ przedstawia tabela 10 oraz rycina
29.

Calkowita ruchliwos¢ Calkowita ruchliwos¢
plemnikow w probce plemnikow w probce
(MOM) ponizej mediany (MOM) powyzej
mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 130 58
15 miIn/ml ponizej 69,15% 30,85%
mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 49 150
15 min/ml powyzej 24,62% 75,38%
mediany

Tabela 10. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml, a catkowitq ruchliwoscig plemnikow w probce (MOM).
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Rycina 29. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a catkowitq ruchliwoscig plemnikow w probce (MOM,).
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Wykazano zaleznos$¢ istotng statystycznie (p<0,0001) pomiedzy aktywnosci
proteasomoéw przy stezeniu 15 min plemnikoéw/ml, a prostoliniowoscig ruchu
plemnikow (STR). W grupie probek o aktywnosci proteasomoéw ponizej mediany
71,94% obserwacji charakteryzowalo si¢ wartosciami parametru opisujacego
prostoliniowo$¢ ruchu plemnikow powyzej mediany, natomiast 28,06% —
warto$ciami tego parametru ponizej mediany. Z kolei w grupie o aktywnosci
proteasomow réwnej lub powyzej mediany 42,39% probek wykazywato wartosci
parametru opisujacego prostoliniowos¢ ruchu plemnikow powyzej mediany,
natomiast 57,07% charakteryzowato si¢ warto$ciami tego parametru ponizej

mediany. Uzyskane zalezno$¢ przedstawia tabela 11 oraz rycina 30.

Prostoliniowos$¢ ruchu Prostoliniowos$¢ ruchu
plemnikéow (STR) plemnikow (STR)
ponizej mediany powyzej mediany
Aktywnos¢ 95 141
proteasomow 15 min/ml 28,06% 71,94%
ponizej mediany
Aktywnos¢ 117 150
proteasomow 15 mln/ml 57,07% 42,93%

powyzej mediany
Tabela 11. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a prostoliniowoscig toru ruchu plemnikow (STR).
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Rycina 30. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a prostoliniowoscig toru ruchu plemnikow (STR).
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Wykazano zaleznos¢ istotng statystycznie (p=0,0056) pomiedzy aktywnoSci
proteasoméw przy stezeniu 15 mln plemnikéw/ml, a parametrem okreslajacym
odsetek plemnikow klasyfikowanych jako aktywne. W grupie probek o aktywnosci
proteasomoéw ponizej] mediany 62,23% obserwacji charakteryzowato si¢
warto$ciami parametru okreslajacego odsetek plemnikéw klasyfikowanych jako
aktywne powyzej mediany, natomiast 37,77% — wartoSciami tego parametru ponizej
mediany. Z kolei w grupie o aktywnosci proteasomoéw réwnej lub powyzej mediany
48,24% probek wykazywato wartosci parametru okreslajacego odsetek plemnikow
klasyfikowanych jako aktywne powyzej mediany, natomiast 51,76%
charakteryzowalo si¢ wartosciami tego parametru ponizej mediany. Uzyskane

zalezno$¢ przedstawia tabela 12 oraz rycina 31.

Procent plemnikow Procent plemnikow
aktywnych aktywnych
(procACTIVE) ponizej  (procACTIVE) powyzej
mediany mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 71 117
15 miIn/ml ponizej 37,77% 62,23%
mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 103 96
15 min/ml powyzej 51,76% 48,24%
mediany

Tabela 12. Zaleznosé¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a odsetkiem plemnikow aktywnych (procACTIVE).
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Rycina 31. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a odsetkiem plemnikow aktywnych (procACTIVE).
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Wykazano zalezno$¢ istotng statystycznie (p=0,0056) pomigdzy aktywnoScia
proteasoméw przy stezeniu 15 mln plemnikéw/ml, a parametrem okreslajacym
odsetek plemnikow hiperaktywnych. W grupie probek o aktywnosci proteasomow
ponizej mediany 37,57% obserwacji charakteryzowato si¢ wartosciami parametru
okreslajacego odsetek plemnikoéw hiperaktywnych powyzej mediany, natomiast
62,43% — warto$ciami tego parametru ponizej mediany. Z kolei w grupie o
aktywnos$ci proteasomow rownej lub powyzej mediany 64,88% probek wykazywato
warto$ci parametru okreslajacego odsetek plemnikoéw hiperaktywnych powyzej
mediany, natomiast 35,12% charakteryzowato si¢ wartoSciami tego parametru

ponizej mediany. Uzyskane zalezno$¢ przedstawia tabela 13 oraz rycina 32.

Procent plemnikow Procent plemnikow
hipeaktywnych hipeaktywnych
(procHYPER) ponizej (procHYPER) powyzej

mediany mediany
Aktywnos¢ 118 71

proteasomow 15 min/ml 62,43% 37,57%

ponizej mediany

Aktywnos¢ 72 133

proteasomow 15 min/ml 35,12% 64,88%

powyzej mediany
Tabela 13. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a odsetkiem plemnikow hiperaktywnych (procAHYPER).
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Rycina 32. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a odsetkiem plemnikow hiperaktywnych (procAHYPER).
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Wykazano zalezno$¢ istotng statystycznie (p<0,0001) pomiedzy aktywnos$cia
proteasomow na 20 pg biatka w probie, a liniowoscig ruchu plemnikow (LIN). W
grupie probek o aktywno$ci proteasomoé6w ponizej mediany 58,55% obserwacji
charakteryzowalo si¢ warto§ciami parametru okreslajagcego liniowos$¢ ruchu
plemnikéw powyze] mediany, natomiast 41,45% — wartoSciami tego parametru
ponizej mediany. Z kolei w grupie o aktywnos$ci proteasomoéw rownej lub powyzej
mediany 38,96% probek wykazywalo warto$ci parametru okreslajacego liniowos¢
ruchu plemnikow powyze; mediany, natomiast 61,04% charakteryzowato si¢

warto$ciami tego parametru ponizej mediany. Uzyskane zalezno$¢ przedstawia

tabela 14 oraz rycina 33.

Liniowo$¢ ruchu Liniowos$¢ ruchu
plemnikow (LIN) plemnikow (LIN)
ponizej mediany powyzej mediany
Aktywnos¢ proteasomow 63 89
na 20 ug bialka ponizej 41,45% 58,55%
mediany
Aktywnos¢ proteasomow 94 60
na 20 pg bialka powyzej 61,04% 38,96%
mediany

Tabela 14. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka
a liniowosciq toru ruchu plemnikow (LIN).
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Rycina 33. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka
a liniowosciq toru ruchu plemnikow (LIN).
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Wykazano zalezno$¢ istotng statystycznie (p=0,0028) pomi¢dzy aktywnoscia
proteasomow na 20 pg biatka w probie, a czgstotliwoscig zmian pracy witki (BCF).
W grupie probek o aktywnos$ci proteasomow ponizej mediany 44,44% obserwacji
charakteryzowato si¢ wartosciami parametru okreslajagcego czgstotliwos¢ zmian
pracy witki powyzej mediany, natomiast 55,56% — wartoSciami tego parametru
ponizej mediany. Z kolei w grupie o aktywnos$ci proteasomow rownej lub powyzej
mediany 57,14% probek wykazywato wartosci parametru okreslajgcego
czegstotliwo$¢ zmian pracy witki powyzej mediany, natomiast 42,86%
charakteryzowalo si¢ wartosciami tego parametru ponize] mediany. Uzyskane

zalezno$¢ przedstawia tabela 15 oraz rycina 34.

Czestotliwo$¢ zmian Czestotliwos¢ zmian
pracy witki (BCF) pracy witki (BCF)
ponizej mediany powyzej mediany
Aktywnos¢ proteasomow 80 64
na 20 ug bialka ponizej 55,56% 44.44%
mediany
Aktywnos¢ proteasomow 66 88
na 20 pg bialka powyzej 42,86% 57,14%
mediany

Tabela 15. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka a
czestoscig uderzen bocznych gtowki plemnika (BCF).
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mediany
Czestotliwos¢

zmian pracy witki Czestotliwos¢
(BCF) ponizej zmian pracy witki
mediany (BCF) powyzej
mediany

Rycina 34. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka
a czestosciq uderzen bocznych gtowki plemnika (BCF).
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Wykazano zalezno$¢ istotng statystycznie (p=0,0002) pomi¢dzy aktywnos$cia
proteasoméw na 20 pg biatka w probie, a catkowitej ruchliwosci plemnikow w
probce (MOM). W grupie probek o aktywnosci proteasomow ponizej mediany
47,22% obserwacji charakteryzowato si¢ wartosciami parametru okreslajacego
catkowitg ruchliwo$¢ plemnikéw w prébce powyzej mediany, natomiast 52,78% —
warto$ciami tego parametru ponize] mediany. Z kolei w grupie o aktywnosci
proteasomoéw réwnej lub powyzej mediany 68,83% probek wykazywato wartosci
parametru okreslajacego catkowita ruchliwos¢ plemnikéw w probce powyzej
mediany, natomiast 31,17% charakteryzowato si¢ wartoSciami tego parametru

ponizej mediany. Uzyskane zalezno$¢ przedstawia tabela 16 oraz rycina 35.

Calkowita ruchliwos¢ Calkowita ruchliwos¢
plemnikow w probce plemnikow w probce
(MOM) ponizej mediany (MOM) powyzej
mediany
Aktywnos¢ proteasomow 76 68
na 20 pg bialka ponizej 92,78% 47,22%
mediany
Aktywnos$¢ proteasomow 48 106
na 20 pug bialka powyzej 31,17% 68,83%
mediany

Tabela 16. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka)
a amplitudq ruchu gtowki plemnika (MOM).
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0 Aktywnos¢ proteasomow na 20
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Catkowita mediany
ruchliwos$¢ Catkowita
plemnikéow w ruchliwos¢
probce (MOM) plemnikéw w

ponizej mediany  prébce (MOM)
powyzej mediany

Rycina 35. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka
a amplitudq ruchu gltowki plemnika (MOM).
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Wykazano zalezno$¢ istotng statystycznie (p<0,0001) pomiedzy aktywnosScia
proteasomoéw na 20 ug biatka w probie, a prostoliniowoscig ruchu plemnikoéw
(STR) W grupie probek o aktywnosci proteasoméw ponizej mediany 73,03%
obserwacji  charakteryzowato si¢  wartoSciami  parametru  okreslajacego
prostoliniowo$¢ ruchu plemnikow w probce powyzej mediany, natomiast 26,97% —
warto$ciami tego parametru ponize] mediany. Z kolei w grupie o aktywnosci
proteasoméw rownej lub powyzej mediany 45,45% probek wykazywalo wartosci
parametru okreslajagcego prostoliniowos¢ ruchu plemnikow w probce powyzej
mediany, natomiast 54,55% charakteryzowato si¢ wartoSciami tego parametru

ponizej mediany. Uzyskane zalezno$¢ przedstawia tabela 17 oraz rycina 36.

Prostoliniowos¢ ruchu Prostoliniowos$¢ ruchu
plemnikéow (STR) plemnikow (STR)
ponizej mediany powyzej mediany
Aktywnos¢ 41 111
proteasomow na 20 pg 26,97% 73,03%
bialka ponizej mediany
Aktywnos¢ 84 70
proteasomow na 20 pg 54,55% 45,45%

bialka powyzej mediany
Tabela 17. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka
a prostoliniowosciq toru ruchu plemnikow (STR).

120
100
80 ‘s .
B Aktywnos¢ proteasomow na 20
60 ug biatka w probie ponizej
40 mediany
20 Aktywnos¢ proteasomow na 20
0

ug biatka w probie powyzej

. . mediany
Prostoliniowos¢
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mediany

Rycina 36. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka a
prostoliniowoscig toru ruchu plemnikow (STR).
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Wykazano zalezno$¢ istotng statystycznie (p=0,0002) pomi¢dzy aktywnoscia
proteasomoéw na 20 pg biatka w probie, a odsetkem plemnikow klasyfikowanych
jako aktywne. W grupie probek o aktywno$ci proteasoméw ponizej mediany
66,67% obserwacji charakteryzowalo si¢ wartoSciami parametru odsetek
plemnikéw klasyfikowanych jako aktywne powyzej mediany, natomiast 33,33% —
warto$ciami tego parametru ponize] mediany. Z kolei w grupie o aktywnosci
proteasoméw rownej lub powyzej mediany 45,45% probek wykazywalo wartosci
parametru okreslajacego odsetek plemnikéw klasyfikowanych jako aktywne
powyzej mediany, natomiast 54,55% charakteryzowalo si¢ wartoSciami tego
parametru ponizej mediany. Uzyskane zalezno$¢ przedstawia tabela 18 oraz rycina

37.

Procent plemnikow Procent plemnikow
aktywnych aktywnych
(procACTIVE) ponizej  (procACTIVE) powyzej
mediany mediany
AktywnoS$¢ proteasomow 48 96
na 20 ng bialka ponizej 33,33% 66,67%
mediany
AktywnoS$¢ proteasomow 84 70
na 20 pg bialka powyzej 54,55% 45,45%
mediany

Tabela 18. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka a
odsetkiem plemnikow aktywnych (procACTIVE).

B Aktywnosc¢ proteasomoéw na 20
pg biatka w prébie ponizej
mediany

Aktywnos¢ proteasoméw na 20

Procent pg biatka w prébie powyzej

plemnikéw Procent mediany
aktywnych plemnikéw
(ProcACTIVE) aktywnych

ponizej mediany  (ProcACTIVE)
powyzej mediany

Rycina 37. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow na 20 ug biatka, a
odsetkiem plemnikow aktywnych (procACTIVE).
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Wykazano zalezno$¢ istotng statystycznie (p=0,0177) pomiedzy aktywnos$cia
proteasomow przy stezeniu 15 mln plemnikdéw/ml, a wystgpieniem poronieniem. W
grupie probek o aktywnosci proteasomdéw ponizej mediany 62,50% cigz zakonczyto
si¢ poronieniem, natomiast 37,50% nie uleglo utracie. Z kolei w grupie o
aktywno$ci proteasoméw rownej lub powyzej mediany jedynie 25,93% cigz
zakonczylo si¢ poronieniem, natomiast 74,07% przebiegato bez poronienia.

Zaleznos¢ przedstawia tabela 19 oraz rycina 38.

Brak poronienia Poronienie
Aktywnos¢ 6 10
proteasomow 15 min/ml 37,50% 62,50%
ponizej mediany
Aktywnos¢ 20 7
proteasomow 15 min/ml 74,071% 25,93%

powyzej mediany
Tabela 19. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a wystgpieniem poronienia.

B Aktywnosc¢ proteasomow przy
stezeniu 15 min plemnikéw/ml
ponizej mediany

 Aktywnosc¢ proteasomow przy
stezeniu 15 min plemnikéw/ml
powyzej mediany

Brak poronienia

Poronienie

Rycina 38. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a wystgpieniem poronienia.
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Wykazano zalezno$¢ istotng statystycznie (p=0,0064) pomi¢dzy aktywnos$cia
proteasomoOw przy stezeniu 15 mln plemnikéw/ml, a wystapieniem cigzy kliniczne;.
W grupie probek o aktywnosci proteasomow ponizej mediany w 10,91% uzyskano
cigze kliniczng, natomiast w 89,09% nie uzyskano. Z kolei w grupie o aktywnosci
proteasomow réwnej lub powyzej mediany az w 31,75% uzyskano cigze kliniczna,

natomiast w 68,25% nie uzyskano. Zalezno$¢ przedstawia tabela 20 oraz rycina 39.

Brak ciazy klinicznej Ciaza kliniczna
Aktywnos¢é 49 6
proteasomow 15 mln/ml 89,09% 10,91%
ponizej mediany
Aktywnos¢ 43 20
proteasomow 15 min/ml 68,25% 31,75%

powyzej mediany
Tabela 20. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a uzyskaniem cigzy klinicznej.
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B Aktywnos¢ proteasomow
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Rycina 39. Zaleznos¢ miedzy aktywnoscig proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml a uzyskaniem ciqzy klinicznej.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem uzyskania cigzy
biochemicznej (grupa O — brak cigzy biochemicznej, grupa 1 — cigza biochemiczna).
Stwierdzono ro6znice istotne statystycznie (p=0,04) w wielkosci parametru
okreslajagcego aktywno$¢ proteasoméw przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml
pomiedzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru okreslajagcego
aktywnos$¢ proteasomow przy stezeniu 15 min plemnikow/ml w grupie pierwszej
(brak cigzy biochemicznej) wynosita Me=138,42 (Q,=88,78; Q3=190,24), natomiast
w grupie drugiej (cigza biochemiczna) byta znaczaco wyzsza i wynosita Me=188,79

(Q1=83,2; Q3=337). Uzyskane roznice przedstawia rycina 40.
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Rycina 40. Wykres ramka-wgsy aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml wzgledem cigzy biochemicznej.
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Analizowane probki podzielono na dwie grupy wzgledem uzyskania cigzy
Klinicznej (grupa 0 — brak cigzy klinicznej, grupa 1 — cigza kliniczna). Stwierdzono
roéznice istotne statystycznie (p=0,009) w wielkosci parametru okreslajacego
aktywno$¢ proteasomow przy stezeniu 15 mln plemnikéw/ml pomigdzy obiema
stworzonymi grupami. Mediana parametru okreslajacego aktywnos¢ proteasomow
przy stezeniu 15 min plemnikéw/ml w grupie pierwszej (brak cigzy klinicznej)
wynosita Me=135,85 (Q,=84,97; Q;=197,13), natomiast w grupie drugiej (ciaza
Kliniczna) byta znaczaco wyzsza i wynosita Me=209,31 (Q;=151,8; Q3=371).

Uzyskane roznice przedstawia rycina 41.
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Rycina 41. Wykres ramka-wgsy aktywnosci proteasomow przy stezeniu 15 min
plemnikow/ml wzgledem ciqgzy klinicznej.
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W celu identyfikacji czynnikow wplywajacych na wystapienie ciazy
biochemicznej przeprowadzono jednoczynnikowag oraz wieloczynnikowg analize
regresji logistycznej. Biorgc pod uwage wyniki analizy jednoczynnikowej
zdecydowano si¢ zaprezentowa¢ model wieloczynnikowy, oparty na trzech
zmiennych objasniajgcych: aktywno$¢ proteasomoOw przy stezeniu 15 mlin
plemnikdéw/ml oraz parametry czasowe rozwoju zarodka t5 med i t8. Analizg objeto
tacznie 86 obserwacji. Uzyskany model charakteryzowat si¢ istotnoscig statystyczng
na poziomie p < 0,0001. Wzrost aktywnosci proteasomow przy stezeniu plemnikow
15 miIn/ml o jedng jednostke powoduje wzrost szansy uzyskania cigzy
biochemicznej 1,007 razy (OR=1,007), czyli o 0,7%. Oznacza to, Ze np. Wzrost
aktywnos$ci proteasomow przy stezeniu plemnikow 15 min/ml o 100 jednostek
powoduje wzrost szansy uzyskania cigzy biochemicznej o 70%. Wzrost wielkosci
parametru morfokinetycznego tSmed o jedng godzing oznacza wzrost szansy
uzyskania cigzy biochemicznej 0,853 razy (OR=0,853), co de facto oznacza spadek
szansy uzyskania cigzy biochemicznej 1,172=1/0,853 razy, czyli spadek o 17,2%.
Wzrost wielko$ci parametru morfokinetycznego t8 o jedng godzing oznacza wzrost
szansy uzyskania cigzy biochemicznej 0,948 razy (OR=0,948), co de facto oznacza
spadek szansy uzyskania cigzy biochemicznej 1,055=1/0,948 razy, czyli spadek o
5,5%.

Parametr Wspolezynnik Przedzial  ufnosci  95% Poziom
szans (OR) (95%-ClI) istotnosci
statystycznej
proteasom _met1 1,0072 1,0028 1,0116 0,001
tSmed 0,853 0,7479 0,9728 0,018
t8 0,9475 0,9037 0,9935 0,026

Tabela 21. Model wieloczynnikowej regresji logistycznej w odniesieniu do
parametru cigza biochemiczna.
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Sprawdzono zgodno$¢ dopasowania stworzonego modelu regresji logistycznej
wieloczynnikowej za pomoca testu Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit, uzyskujac
wysoka jakos¢ dopasowania (p=0,7). Nastgpnie przeprowadzono analiz¢ ROC i
wyznaczono pole pod krzywa AUC dla predyktora stworzonego na podstawie
zaproponowanego modelu regresji logistycznej (Rycina 42). Uzyskano wysoka
warto$¢ wspotczynnika pola pod krzywa AUC=0,81, co oznacza wysokie wtasnosci
predykcyjne stworzonego modelu w odniesieniu do prognozowania cigzy

biochemicznej.
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Rycina 42. Krzywa ROC dla stworzonego modelu wieloczynnikowej regresji
logistycznej.
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5. Dyskusja

Celem niniejszej pracy byta ocena znaczenia aktywnos$ci proteasomow
w plemnikach jako czynnika wplywajacego na parametry ruchliwosci, ich
funkcjonalnej dojrzatos$ci oraz skutecznosci zaptodnienia i1 implantacji zarodkéw
w procedurze zaptodnienia pozaustrojowego. W przeprowadzonych analizach
wykazano, ze aktywnos$¢ proteasomow moze by¢ zwigzana z zarowno parametrami

ruchliwo$ci plemnikow jak i klinicznymi wynikami leczenia nieptodnosci.

Uzyskane wyniki wskazuja na zaleznosci pomiedzy aktywnoscig
proteasomow a parametrami komputerowej analizy nasienia, opisujacymi dynamike
ruchu plemnikéw. Dodatnie korelacje z parametrami opisujagcymi amplitud¢ ruchu
glowki plemnika (MOM), catkowita predkos¢ plemnika (VCL) 1 czestotliwose
uderzen witki (BCF) oraz ujemne Korelacje z parametrami liniowosci (LIN)
1 prostoliniowosci ruchu plemnikéw (STR) moga wskazywacé, iz wraz ze wzrostem
aktywnoS$ci proteasomoOw ruch staje si¢ intensywniejszy, bardziej krzywoliniowy
przy obnizeniu jego prostoliniowosci. Taki ruch jest charakterystyczny dla
hiperaktywacji, ktora stanowi fizjologiczny etap ostatecznego funkcjonalnego
dojrzewania plemnikow zachodzacego w drogach rodnych kobiety. Hiperaktywacja
umozliwia generowanie wigkszej sily mechanicznej, ktéra jest niezbgdna do
penetracji ostonek komorki jajowej 1 interakcji z ostonka przejrzysta.
Zaobserwowano dodatni zwigzek pomig¢dzy aktywnoscig proteasomow, a odsetkiem
plemnikéw hiperaktywnych, co moze potwierdza¢ udziatl proteasoméw w tym
procesie. Prawdopodobnym mechaniznem jest udzial proteasoméw w usuwaniu
biatek regulatorowych cytoszkieletu aksonemy, biatek kompleksow motorycznych
oraz eclementow szlakow sygnatowych zaleznych od jonéw Ca** i ukladu
cAMP/PKA. Degradacja biatek inhibitujacych ruch lub biatek stabilizujacych
strukture aksonemy moze prowadzi¢ do generowania ruchu szybszego, o wigksze]
amplitudzie pracy witki poprzez zwigkszenie elastyczno$ci aparatu rzestkowego.
Proteasomy obecne w rejonie akrosomalnym oraz btonie plemnika uczestnicza
w degradacji biatek ostonowych komdrki jajowej oraz w remodelingu btony

plemnika podczas reakcji akrosomalnej. Zwigkszona aktywno$¢ proteasomow
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prawdopodobnie sprzyja bardziej efektywnej penetracji ostonki przejrzystej co
ulatwia polgczenie si¢ plemnika z oocytem. Rola systemu ubikwityna—proteasom
W regulacji proceséw zachodzacych podczas kapacytacji plemnikow zostata
potwierdzona w wielu badaniach eksperymentalnych. Kong i wsp. [88] wykazali, ze
zahamowanie aktywnosci proteasomu przy uzyciu inhibitora MG-132 prowadzi do
zaburzen procesu kapacytacji plemnikow oraz do zmniejszenia dynamiki ich ruchu.
Autorzy sugeruja, ze proteasomy uczestniczg w procesach remodelingu struktur
bialkowych, ktore zachodzg na powierzchni plemnika, niezbgdnych do
prawidlowego przebiegu kapacytacji. Podobne wyniki uzyskano w badaniach
prowadzonych na plemnikach zwierzat. Sedmikova i wsp. [89] wykazali, ze
zahamowanie aktywnoS$ci proteasomu w plemnikach knura prowadzi do istotnego
spadku odsetka plemnikow wykazujgcych ruch hiperaktywny oraz do obnizenia
parametréow dynamiki ruchu analizowanych metoda CASA. Wyniki te potwierdzaja,
ze system ubikwityna—proteasom odgrywa istotng role w regulacji motoryki
plemnikow. Istotne znaczenie systemu ubikwityna—proteasom dla regulacji funkcji
plemnikow potwierdzajg rOwniez badania genetyczne. Huang i wsp. [90] wykazali,
ze u myszy pozbawionych aktywatorow proteasomu PA28y oraz PA200 dochodzi
do powaznych zaburzen plodnosci oraz znacznego obnizenia ruchliwosci
plemnikéw. Wyniki te wskazuja, ze prawidlowe funkcjonowanie proteasoméw jest
kluczowe dla utrzymania zdolnosci plemnikow do ruchu oraz do przechodzenia
w stan hiperaktywacji. Aktywno$¢ proteasoméw w plemnikach moze odgrywac
zasadnicza role w procesie zaptodnienia oraz w poczatkowych etapach rozwoju
zygoty. Literatura wskazuje, ze ograniczenie funkcji proteasomu w plemnikach
zaburza formowanie si¢ aster plemnikowych i rozwo6j jaderkowy zygoty [85]. Rawe
1 wsp. wykazali, ze selektywna blokada proteasomoéw prowadzi do zaburzenia
formowania astera plemnikowego i prawidtowej fuzji przedjadrzy, co teoretycznie
moze wplynaé na pozniejsza kinetyke pierwszych podziatdéw komorkowych [85].
Z kolei badania nad funkcja centrosomu plemnikowego (ktérego uwalnianie do
oocytu jest zalezne od dziatania proteasomu) pokazaty korelacje migdzy
prawidlowa aktywnoscig centrosomu a tempem podzialdw zarodka: nizsze

wskazniki formowania si¢ astera plemnikowego byly zwigzane z opdznionym
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tempem dzielenia si¢ zarodkow po IVF [86]. Wang i wsp. zmierzyli aktywno$¢
26S proteasoméw W plemnikach u partnerow pacjentek poddanych IVF
1 stwierdzili, Zze wyzsza aktywnos$¢ proteasomoOw korelowala z wyzsza

efektywnoscig zaptodnienia 1 prawidlowym formowaniem si¢ dwoch przedjadrzy
[84].

Wykazano zalezno$¢ pomiedzy aktywnos$cig proteasoméw w plemnikach
a liniowoscig ich ruchu (LIN). Zaréwno w analizach korelacyjnych, jak
1 poréwnaniach grup o rdéznym poziomie aktywnosci proteasomowej
zaobserwowano, ze wzrost aktywno$ci proteasomow wigze si¢ ze spadkiem
liniowo$ci ruchu plemnikéow. Wraz ze wzrostem aktywnosci proteasomow ruch
plemnikow staje si¢ mniej prostoliniowy, a bardziej nieregularny i krzywoliniowy.
Parametr LIN (liniowo$¢) stanowi jeden z podstawowych wskaznikow ocenianych
w systemach CASA 1 odzwierciedla stosunek predkosci postepowej (VSL) do
predkosci krzywoliniowej (VCL). Wysokie wartosci LIN wskazuja na ruch bardziej
uporzadkowany 1 progresywny, charakterystyczny  dla  plemnikoéw
przemieszczajacych sie efektywnie w kierunku komorki jajowej. Z kolei obnizenie
tego parametru $wiadczy o zmianie ruchu w kierunku bardziej chaotycznego,
z wigkszg amplitudg wychylen glowki oraz mniejsza kierunkowos$cig. Taki profil
ruchu jest uznawany za jeden z najbardziej charakterystycznych elementow
hiperaktywacji plemnikow. W literaturze jednoznacznie wskazuje si¢, ze spadek
liniowosci ruchu plemnikéw jest jednym z kluczowych markerow hiperaktywacji.
Badania Mazzilliego i wsp. wykazaly, ze hiperaktywacji towarzyszy wzrost
odchylen osi ruchu gtowki plemnika oraz spadek parametréw opisujacych
kierunkowos$¢ ruchu [94]. Z kolei Cancel i wsp. udokumentowali, ze w trakcie
kapacytacji dochodzi do wyraznego obnizenia wartosci LIN 1 STR przy
jednoczesnym wzro§cie parametrOw opisujacych energie ruchu, co stanowi
klasyczny obraz hiperaktywacji [95]. Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki
koresponduja obserwacjami jak i wcze$niej opisanymi badaniami dotyczacymi

inhibicji proteasomow.
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W  kontekscie prostoliniowosci ruchu plemnikéw wykazano zaleznos¢
pomiedzy aktywnoscig proteasomoéw w plemnikach a prostoliniowoscig ich ruchu,
wyrazong parametrem STR (straightness). Parametr ten jest stosunkiem predkosSci
postepowej (VSL) do $redniej predkosci toru ruchu (VAP) 1 odzwierciedla stopien
kierunkowo$ci ruchu plemnika. Wysokie wartosci STR wskazuja na ruch
uporzadkowany, zblizony do prostoliniowego, natomiast jego obnizenie §wiadczy
0 wigkszej nieregularnoéci toru ruchu. Zaobserwowano réwniez, ze wzrost
aktywnoS$ci proteasoméw wigze si¢ ze spadkiem wartosci parametru STR, co
oznacza przesuni¢cie parametrow ruchu plemnikow w kierunku mniej
prostoliniowego i bardziej chaotycznego. Zaleznos¢ ta udowodniono zaréwno w
podejéciu korelacyjnym, jak 1 w analizach poréwnawczych oraz rozkladach
czegstosci. Powyzsze wyniki sg spdjne z opisanym w literaturze profilem
hiperaktywacji plemnikow. Podkresla si¢ tam, ze jednym z kluczowych elementow
przejScia do stanu hiperaktywacji jest spadek parametréw opisujgcych
kierunkowo$¢ ruchu, w tym STR, przy jednoczesnym wzro$cie parametrow
zwigzanych z energig i amplitudg ruchu [94, 95]. Wysokie warto$ci zaréwno
parametru LIN, jak i STR zostaly opisane przez Sukcharoen i wsp. jako negatywnie
korelujace z wynikami IVF [97, 98].

Kolejnym wykazanym zwigzkiem byla zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscia
proteasomoéw, a parametrem MAD (mean angular displacement). Parametr MAD
opisuje stopien zmiennos$ci kierunku ruchu plemnika pomig¢dzy kolejnymi punktami
jego trajektorii. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem aktywno$ci proteasomow
dochodzi do obnizenia wartosci tego parametru. Ruch plemnikoéw staje si¢ mniej
zmienny kierunkowo i bardziej stabilny. Wysokie wartosci tego parametru wskazuja
na ruch bardziej chaotyczny, z czestymi zmianami kierunku, natomiast warto$ci
nizsze odzwierciedlaja tor bardziej uporzadkowany i stabilny. Wyniki wskazujace
na spadek MAD przy wyzszej aktywnosci proteasomOw moga wydawaé si¢
sprzeczne z klasycznym obrazem hiperaktywacji, ktory charakteryzuje si¢
zwickszong nieregularno$cig toru ruchu. Nalezy jednak podkresli¢, ze
hiperaktywacja jest zjawiskiem, ktore obejmuje jednoczesnie wzrost amplitudy

wychylen witki oraz zmiany trajektorii ruchu, natomiast parametry takie jak MAD
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opisujag mniejsze, lokalne zmiany kierunku ruchu. W tym konteks$cie mozliwe jest
wspotistnienie bardziej energicznego i krzywoliniowego toru ruchu (spadek LIN
i STR) z jednoczesng stabilizacja mikrozmian trajektorii (spadek MAD). System
ubikwityna—proteasom odpowiada za degradacj¢ bialek regulatorowych, w tym
elementéw zaangazowanych w kontrole aktywnosci kompleksow dyneinowych oraz
organizacj¢ aksonemy. Mozna przypuszczal, ze zwigkszona aktywnos¢
proteasomow sprzyja eliminacji bialek destabilizujagcych rytm pracy witki lub
wprowadzajacych przypadkowe zmiany jej ruchu. W efekcie dochodzi do bardziej
zsynchronizowanej

1 regularnej pracy witki, co moze skutkowa¢ zmniejszeniem lokalnych odchylen

toru ruchu.

Wykazano rowniez zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig proteasomow
w plemnikach a odsetkiem komorek klasyfikowanych jako aktywne (procACTIVE),
czyli takich, ktore wykazuja ruch o charakterze progresywnym, lecz nie spetniaja
kryteriow hiperaktywacji. Plemniki nalezace do tej kategorii charakteryzuja si¢
zazwyczaj stosunkowo stabilnym torem ruchu, umiarkowang amplituda wychylen
witki oraz zachowang kierunkowoscig ruchu. Wraz ze wzrostem aktywnosci
proteasoméw dochodzi do zmniejszenia udziatu tej populacji plemnikow.
Doniesienie literaturowe wskazuja, ze ruch aktywny stanowi etap posredni
pomiedzy ruchem podstawowym a hiperaktywacja, ktéra jest koncowym stadium
funkcjonalnego dojrzewania plemnikéw w trakcie kapacytacji [96]. Uzyskane
wyniki pozostajg w zgodzie z obserwacjami dotyczacymi zmian parametrow CASA
towarzyszacych hiperaktywacji. W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze
w miar¢ postepu kapacytacji dochodzi do zmniejszenia udzialu plemnikow
wykazujacych ruch progresywny przy jednoczesnym wzroscie odsetka plemnikow
hiperaktywnych [95]. Warto podkresli¢, ze zmniejszenie puli plemnikow aktywnych
moze prowadzi¢ do zwigkszenia populacji plemnikow hiperaktywnych, co jest

korzystne w konteks$cie mozliwosci zaptodnienia komorki jajowe;.

Z drugiej strony dla czgsci parametréw opisujacych ruch plemnikoéw

wykazano istotne statystycznie dodatnie korelacje z aktywnoS$cig proteasomow.
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Jednym z nich jest VCL. Parametr ten odzwierciedla rzeczywista predkosé
przemieszczania si¢ plemnika wzdluz jego krzywoliniowej trajektorii 1 stanowi
jeden z kluczowych wskaznikéw energii ruchu oraz intensywnosci pracy witki.
W przeciwienstwie do parametrow opisujacych kierunkowos¢, VCL odzierciedla
dynamike ruchu. Wraz ze wzrostem aktywnos$ci proteasomoéw dochodzi do nasilenia
dynamiki ruchu plemnikow, co przejawia si¢ poprzez wzrost ich predkosci.
Zalezno$¢ ta obserwowana byla w réznych poréwnaniach i korelacjach. Plemniki
charakteryzujace si¢ wyzsza aktywnoscig proteasoméw wykazujg si¢ bardziej
energicznym, intensywnym ruchem. W odniesieniu do wczes$niej opisanych
parametrow (LIN, STR czy procACTIVE) przedstawione wyniki wykazuja
wewnetrzng spojnos¢. Wzrost VCL wspdlwystepuje ze spadkiem liniowosci
1 prostoliniowos$ci ruchu oraz zmniejszeniem udziatu plemnikéw o ruchu typowo
progresywnym. Hiperaktywacja charakteryzuje si¢ zwigckszong amplituda
i czestotliwoscig pracy witki, co prowadzi do wzrostu predkosci oraz spadku
kierunkowosci ruchu. Zgodnie z danymi literaturowymi, wzrost parametru VCL jest
jednym z najbardziej charakterystycznych wskaznikéw przejscia plemnikow w stan
hiperaktywacji [94, 95]. Li Y i wsp. wykazali, ze wyzsze parametry predkosci
dodatnio koreluja z potencjalem zaptadniajagcym plemnikow, co jest spojne

z wynikami powyzszej pracy [99].

Innym analizowanym parametrem, ktorego warto§¢ wzrasta istotnie
statystycznie wraz z aktywnos$cig proteasomow jest BCF (beat cross frequency).
Nalezy on do podstawowych parametrow kinematycznych w analizie CASA
1 opisuje liczbg przecigé toru ruchu gtowki plemnika z jego usredniong trajektorig
w jednostce czasu. Stanowi on miar¢ czestotliwosci uderzen witki, a tym samym
intensywno$ci pracy aparatu ruchowego plemnika. Wzrost aktywnosci
proteasomow prowadzi do zwickszenia wartosci parametru BCF, co o0znacza
bardziej intensywng i dynamiczng prac¢ witki. Zalezno$¢ ta byla obserwowana
niezaleznie od sposobu analizy statystycznej. Plemniki o wyzszej aktywnosci
proteasoméw wykazuja wigksza czestos¢ uderzen witki, co przektada si¢ na

bardziej energetyczny ruch i wpisuje si¢ w charakterystyke przejscia w ruch
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hiperaktywny. Powyzsze wyniki sa spojne z opisanymi wczesniej spadkami

parametréw kierunkowosci 1 wzrostem dynamiki ruchu plemnikéow.

Szczegodlng uwage zwraca parametr MOM, ktory wyrdznia si¢ bardzo silng
korelacjg z aktywnosScig proteasomow w plemnikach. Parametr ten odzwierciedla
ogolng zdolno$¢ plemnikéw do aktywnego poruszania si¢ 1 jest jednym
z wazniejszych parametrow oceny jakoSci nasienia. W odrdznieniu od bardziej
szczegotowych wskaznikow kinematycznych, takich jak LIN, STR czy BCEF,
calkowita ruchliwo$¢ plemnikow w probce moze odzwierciedla¢ potencjat
zaptadniajacy nasienia. Przedstawione wyniki wskazuja, ze wzrost aktywnoS$ci
proteasomow wigze si¢ ze zwigkszeniem ogolnej liczby plemnikéw zdolnych do
ruchu. Analiza uzyskanych danych wskazuje, ze aktywnos$¢ proteasomow nie tylko
wpltywa na charakter ruchu (jak wykazano wczesniej dla parametrow takich jak
VCL, BCF czy LIN), ale rowniez warunkuje samg zdolno$¢ plemnikéw do
poruszania si¢. Zalezno$¢ ta moze wynika¢ z roli proteasomoéw w degradacji
uszkodzonych lub nieprawidlowo sfatdowanych bialek, ktére moga zaburzad
funkcjonowanie aparatu ruchowego. W kontekscie zachowania zdolno$ci ruchu
kluczowe jest utrzymanie prawidlowych biatek w rejonie wstawki 1 witki, w czym
uczestniczy system ubikwityna-proteasom [96, 99]. W badaniach proteomicznych
wykazano, ze zmiany w skladzie i aktywnos$ci proteasomow koreluja z obnizong
ruchliwos$cig plemnikow, co dodatkowo potwierdza ich znaczenie [99]. Powyzsze
wyniki sg zgodne z eksperymentami, w ktérych hamowanie aktywnosci
proteasoméw prowadzito do wyraznego spadku ruchliwosci plemnikow oraz
zaburzen procesoOw zwigzanych z kapacytacja i hiperaktywacja [89, 95]. Wskazuje
to, ze aktywno$¢ proteasomow jest nie tylko czynnikiem modulujgcym, lecz moze
by¢ rowniez warunkiem koniecznym dla utrzymania prawidlowej ruchliwo$ci

plemnikow.

W odniesieniu do odsetka hipeaktywacji wyniki $wiadcza, ze wzrost
aktywno$ci proteasoméw wigze si¢ ze zwigkszeniem udzialu plemnikéw
wykazujgcych ruch hiperaktywny. Biorac pod uwage wczesniej omoOwione

parametry takie jak wzrost predkosci (VCL), zwigkszenie czestotliwosci pracy witki
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(BCF) oraz spadek liniowosci (LIN) i prostoliniowosci (STR) obserwowany wzrost
odsetka plemnikow hiperaktywnych stanowi logiczne uzupelienie uzyskanych
wynikéw. Mozna zalozy¢, ze zwigkszona aktywnoS$¢ proteasomoOw sprzyja
eliminacji biatek hamujacych proces kapacytacji oraz hiperaktywacji. W badaniach
eksperymentalnych potwierdzono, ze farmakologiczne zahamowanie proteasomu
prowadzito do istotnego ograniczenia kapacytacji 1 niemal catkowitego
zahamowania hiperaktywacji plemnikéw [94]. Wskazuje to, ze prawidtowa
aktywno$¢ proteasoméw jest warunkiem niezbednym dla tych procesow.
Wspomniane wczesniej] badania proteomiczne wskazujg, ze zmiany W
funkcjonowaniu systemu ubikwityna—proteasom wigza si¢ z zaburzeniami

ruchliwosci i zdolnosci zaptadniajgcych plemnikow [99].

Biorac pod uwage wyniki procedur wspomaganego rozrodu tutaj réwniez
wykazano zalezno$¢ pomiedzy aktywno$cig proteasomoéw a skutecznos$cig tych
procedur. W konteksécie ryzyka poronienia zaobserwowano, ze nizsza aktywno$¢
proteasoméw  w  plemnikach moze  by¢ zwigzana z = wigkszym
prawdopodobienistwem utraty cigzy na wczesnym ectapie. Natomiast w grupie
Zz wyzsza aktywnoscig proteasomoéw czesciej obserwowano prawidtowy przebieg
cigzy. Sugeruje to, ze jako$¢ plemnika, odzwierciedlana poprzez aktywnos$é
proteasoméw, moze mie¢ znaczenie nie tylko na etapie zaptodnienia, ale rowniez
w pozniejszych etapach wczesnego rozwoju zarodka. System ubikwityna—
proteasom odgrywa istotng role¢ w kontroli prawidtowosci biatek oraz dojrzewaniu
chromatyny 1 usuwaniu bialek zbednych. Zaburzenia tych procesow moga
prowadzi¢ do zwigkszonej fragmentacji DNA plemnikowego oraz nieprawidtowe;j
kondensacji chromatyny, co wptywa na niepowodzenia implantacji oraz poronienia
[96, 99]. Wyniki powyzszego badania dotyczace uzyskania cigzy, zar6wno
biochemicznej jak i Klinicznej rowniez wykazywaly istotno$¢ statystyczng.
W grupie o wysokiej aktywnosci proteasomow ilos¢ dodatnich testow cigzowych
byla istotnie wyzsza niz w grupie o niskiej aktywnosci. Sugeruje to, ze proteasomy
niec uczestniczg tylko w procesie zaptodnienia lecz mogg odgrywac znaczaca
posrednig role w utrzymaniu cigzy zard6wno na wczesnym jak i na pdzniejszym
etapie. Aktywno$¢ systemu UPS teoretycznie po dalszych badaniach w przysztosci

101



moze stanowi¢ jeden z czynnikOw prognozujacy uzyskanie cigzy, a takze

uzupehienie klasycznych, seminologicznych metod badania nasienia.

Otrzymane wyniki dowodza, ze aktywnos$¢ systemu ubikwityna-proteasom
moze by¢ istotnym elementem determinujgcym jako$¢ materiatu genetycznego
plemnika. Rolg proteasomow jest degradacja uszkodzonych, nieprawidlowych
1 niepotrzebnych bialek w komorce. W plemnikach system ten moze uczestniczy¢ w
eliminacji biatek uszkodzonych w wyniku stresu oksydacyjnego badz starzenia si¢
komorek, ktore negatywnie wptywaja na proces zaptodnienia i rozwoj zarodka.
Jednym z mozliwych mechanizméw jest wplyw proteasoméw na integralnosé
chromatyny plemnikowej. W trakcie speramtogenezy chromatyna jest intensywnie
kondensowana poprzez zastgpowanie histonow przez protaminy. Ma to kluczowe
znaczenie dla stabilnosci materialu genetycznego. Zaburzenia tego procesu moga
prowadzi¢ do uszkodzen i fragmentacji DNA. W swoich badaniach m. in. Aitken
1 wsp. [91] wykazali, ze wysoki poziom fragmentacji DNA w plemnikach jest
zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem niepowodzen implantacji oraz poronien we
wczesnej cigzy. Moze to sugerowac, ze wyzsza aktywnos$¢ proteasomow sprzyja
utrzymaniu prawidlowej jakos$ci chromatyny w plemnikach. Innym potencjalnym
mechanizmem jest udziat proteasoméw w procesach zachodzacych bezposrednio po
zaptodnieniu. Po wniknieciu plemnika do oocytu zachodzi szereg zmian
molekularnych prowadzacych do utworzenia przedjadrzy oraz rozpoczecia
podziatéw komorkowych. System UPS uczestniczy w degradacji biatek ojcowskich
i formowaniu wrzeciona kariokinetycznego. Zaburzenia w funkcjonowaniu tego
systemu moga prowadzi¢ do nieprawidlowej aktywacji oocytu oraz zaburzen
wczesnego rozwoju zarodka, co moze prowadzi¢ do niepowodzen implantacji, badz
wczesnych poronien. Réwnie istotnym czynnikiem moga by¢ procesy zwigzane ze
stresem oksydacyjnym. Plemniki sg bardzo podatne na dziatanie reaktywnych form
tlenu ze wzgledu na wysokg zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow ttuszczowych
w blonie komoérkowej oraz ograniczong zdolno$¢ do samonaprawy DNA. Stres
oksydacyjny prowadzi do uszkodzen biatek, lipidow i1 materialu genetycznego, co
moze negatywnie wptywa¢ na rozwoj zarodka. System UPS usuwa biatka

uszkodzone oksydacyjnie, dlatego wyzsza aktywno$¢ proteasoméw moze
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ogranicza¢ negatywne skutki stresu oksydacyjnego w plemnikach. W swoich
badaniach Zini i Sigman [92] oraz Esteves i Agarwal [93] wykazali,
ze parametry jakosci plemnikoéw takie jak fragmentacja DNA, poziom stresu
oksydacyjnego czy zaburzenia epigenetyczne mogg by¢ zwigzane z wigkszym
ryzykiem poronien. W tym kontekscie aktywno$¢ proteasoméw w plemnikach moze
stanowi¢ dodatkowy wskaznik jakosci plemnikéw odzwierciedlajacy zdolnos$c
komoérek do utrzymania prawidlowe] homeostazy biatkowej oraz integralnosci
strukturalnej. Nalezy jednak =zaznaczy¢, ze proces zagniezdzenia zarodka
| utrzymania cigzy jest ztozony i zalezy od wielu czynnikow. Kluczows role
w dalszym rozwoju zarodka petnig czynniki oocytarne oraz prawidlowe przejscie
matczyno-zygotyczne. Z tego wzgledu aktywnos$¢ proteasomoé6w nalezy traktowac

tylko jako jeden z czynnikow mogacy mie¢ wptyw na powodzenie reprodukcyjne.

W przeprowadzonych analizach nie wykazano istotnych statystycznie
zalezno$ci pomigdzy aktywnos$cig proteasoméw w plemnikach a parametrami
morfokinetycznymi rozwoju zarodkow. Taki wynik wskazuje, ze pomimo
zaobserwowanego wptywu systemu UPS na parametry ruchliwo$ci plemnikow oraz
na prawdopodobienstwo uzyskania cigzy aktywnos$¢ proteasoméw nie ma wplywu
na wczesne podzialy zarodka monitorowane w systemie time-lapse. Parametry
morfokinetyczne, jakimi sg czasy osiggni¢cia kolejnych stadiéw podziatow t2, t3, t5
itd. odzwierciedlaja tempo wczesnych podzialdow zarodka. Zrédia literaturowe
podkreslaja, ze na poczatkowym etapie rozwoju zarodka dominujg czynniki
oocytarne. Cytoplazma oocytu zawiera liczne czynniki regulatorowe takie jak
MRNA, bialka enzymatyczne czy czynniki epigenetyczne regulujace przebieg
pierwszych podzialoéw komorkowych. Po przej$ciu matczyno-zygotycznym, ktore u
cztowieka nastgpuje zwykle pomiedzy stadium cztero- a o$miokomorkowym
dochodzi do aktywacji genomu zarodkowego 1 wzrasta udzial materialu
genetycznego pochodzacego od ojca w dalszym rozwoju zarodka. To wydaje si¢
determinowa¢ niewielki wplyw gamety meskiej na wczesne podziaty zarodkowe.
Plemnik dostarcza do oocytu haploidalny zestaw chromosomoéw, niewielka ilo$¢
biatek regulatorowych oraz wtasny system UPS. Wczesne etapy rozwoju zarodka sa

pod kontrolg oocytu, wigc brak zaleznosci pomiedzy aktywnoscig proteasomow
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w plemnikach a parametrami morfokinetycznymi wydaje si¢ uzasadniony z punktu
widzenia biologicznego. Uzyskane w powyzszej pracy wyniki sg zgodne
z doniesieniami innych badaczy, ktorzy wskazujg, ze system ubikwityna-proteasom
w plemnikach uczestniczy przede wszystkim w procesach prowadzacych do
zaptodnienia komodrki jajowej takich jak kapacytacja, reakcja akrosomalna czy
penetracja ostonki przejrzystej, jak roéwniez W procesach bezposrednio po
zaptodnieniu, jak degradacja mitochondriow ojcowskich, tworzenie przedjadrzy czy

tworzenie pierwszego wrzeciona kariokinetycznego [94, 95, 96, 99].

Przeprowadzona analiza regresji logistycznej umozliwita identyfikacje
czynnikow niezaleznie zwigzanych z wystgpieniem cigzy biochemicznej.
Stworzono model, w ktérym uwzgledniono zaréwno aktywno$¢ proteasoméw w
plemnikach, jak i parametry morfokinetyczne rozwoju zarodkow. Wykazal on
istotno$¢ statystyczng oraz dobre dopasowanie do danych, co wskazuje na jego
potencjalng warto§¢ w ocenie czynnikéw wplywajacych na powodzenie procedur
wspomaganego rozrodu, cho¢ jego wdrozenie do praktyki klinicznej wymaga
oczywiscie dalszych badan 1 potwierdzenia na niezaleznym zbiorze danych.
W modelu uwzgledniono trzy zmienne: aktywno$¢ proteasomow w plemnikach
oraz dwa parametry czasowe rozwoju zarodka (t5_med i t8), ktore nalezg do
kluczowych wskaznikéw morfokinetycznych ocenianych w systemach time-lapse.
Sa to parametry opisujace czas osiggni¢cia okreslonych stadiow podziatlowych i sg
wykorzystywane jako markery potencjalu rozwojowego zarodka. Zarodki
osiggajace kolejne etapy podziatow w okreslonych, optymalnych przedziatach
czasowych cechuja si¢ wiekszym prawdopodobienstwem implantacji i rozwoju
cigzy [100, 101]. Model wskazuje, ze aktywno$¢ proteasomdéw stanowi niezalezny
czynnik zwigzany =z wigkszym prawdopodobienstwem uzyskania cigzy
biochemicznej, co jest zgodne z innymi wynikami powyzszego badania. Wiaczenie
tego parametru do modelu regresji wskazuje, ze jego znaczenie moze mieé
charakter prognostyczny. W odniesieniu do parametrow morfokinetycznych
uwzglednionych w modelu, wydluzenie czasu osiggania kolejnych etapow
podziatow wigzato si¢ ze zmniejszeniem prawdopodobienstwa uzyskania cigzy. Jest
to zgodne z danymi literaturowymi, ktére wykazuja, ze op6znienia w dynamice
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podziatow zarodkowych moga $swiadczy¢ o zaburzeniach cyklu komodrkowego,
zaburzeniach metabolicznych lub materiatu genetycznego [100, 101] W badaniach
Milewskiego 1 wsp. podkreslono, zZe parametry czasowe rozwoju zarodkow,
analizowane w odniesieniu do median populacyjnych, stanowig istotne narze¢dzie
selekcji zarodkow o najwyzszym potencjale implantacyjnym [101]. Nalezy rowniez
podkresli¢, ze uzyskany model ma charakter wstgpny 1 wymaga dalszej walidacji.
Niska liczebno$¢ analizowanej grupy oraz ograniczona liczba parametrow wskazuja
na konieczno$¢ przeprowadzenia badan na wigkszej liczbie pacjentow w wielu
osrodkach oraz by¢ moze rozszerzenia modelu o kolejne parametry. Modele
predykcyjne w medycynie, a szczegdlnie w medycynie rozrodu powinny by¢
tworzone 1 testowane w réznych populacjach, aby zapewni¢ ich uniwersalnosé

1 wiarygodnos¢.

Podsumowujac, system ubikwityna—proteasom moze stanowic istotny
element regulacyjny zaréwno podstawowych parametréw ruchliwosci plemnikow,
jak 1 bardziej zaawansowanych procesOw zwigzanych z ich ostatecznym
dojrzewaniem. Wzrost aktywno$ci proteasoméw wigze si¢ ze zmiang charakteru
ruchu plemnikow w kierunku bardziej dynamicznego 1 chaotycznego.
Zaobserwowano zwigkszenie predkosci ruchu oraz czgstotliwo$ci pracy witki, przy
rownoczesnym spadku liniowos$ci 1 prostoliniowo$ci toru ruchu, co jest
charakterystyczne dla hiperaktywacji. Jest to kluczowy element kapacytaciji,
niezbedny do zaplodnienia komorki jajowej. Uzyskane wyniki wskazujg na istotne
znaczenie aktywnosci proteasomow w konteksScie klinicznych wynikow procedur
IVF. Wyzsza aktywno$¢ zwigzana byla z wigkszym prawdopodobienstwem
uzyskania zardwno ciagzy biochemicznej, jak i klinicznej oraz nizszym ryzykiem
poronienia. Jednocze$nie nie wykazano zaleznosci pomigdzy aktywnoscia
proteasoméw a parametrami morfokinetycznymi rozwoju zarodkoéw, CO
prawdopodobnie wynika z faktu, Zze plemnik jest niezbedny do zaptodnienia oraz
inicjacji rozwoju zarodka, a dalsze etapy sa kontrolowane przez oocyt. WyniKi
uzyskane w tym badaniu wskazuja, Zze oznaczanie aktywnosci proteasomow
w  plemnikach moze stanowi¢ uzupeinienie standardowej diagnostyki
seminologicznej nasienia. Szczegélnie dotyczy to pacjentow o idiopatycznej
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przyczynie nieptodnos$ci oraz przy kwalifikacji par do procedur IVF/ICSI.
Aktywnos$¢ proteasoméw moze stanowi¢ funkcjonalny biomarker jakosci
plemnikow, ktory lepiej odzwierciedla ich zdolnos¢ do zaplodnienia niz klasyczne

parametry seminologiczne.
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6. WhnioskKi

1. Aktywnos$¢ proteasomoéw w plemnikach wykazuje istotne statystycznie
zwigzki z parametrami ruchu plemnikoéw ocenianymi metoda CASA.
Wzrost aktywnos$ci proteasomdéw wigze si¢ ze zwigkszeniem parametrow
opisujagcych dynamik¢ ruchu plemnikow (MOM, VCL, BCF) oraz

Z obnizeniem parametrow liniowosci toru ruchu (LIN, STR).

2. Wyzsza aktywnos$¢ proteasomoOw jest zwigzana ze zwickszonym odsetkiem
plemnikéw hiperaktywnych oraz zmniejszonym udzialem plemnikow
ocenianych jako aktywne, co wskazuje na potencjalny udziat proteasomow

w inicjacji procesu hiperaktywacji.

3. Aktywno$¢ proteasomOw w potaczeniu z informacja morfokinetyczng
zarodka pozwala na stworzenie predyktora wystgpienia  cigzy

biochemicznej.

4, Zarodki uzyskane z plemnikéw o wyzszej aktywnosci proteasoméw maja

wicksze szanse na implantacje oraz mniejsze szanse na poronienie.

5. Aktywno$¢ proteasomow nie wykazuje istotnego wplywu na parametry
morfokinetyczne zarodkow, co sugeruje wigksza role komorki jajowej na

tym etapie rozwoju.

6. Aktywno$¢ proteasoméw w plemnikach moze stanowi¢ obiecujacy
biomarker jakosci plemnikéw 1 potencjalne narzedzie wspomagajace

diagnostyke pacjentow w procedurach wspomaganego rozrodu.
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8. Streszczenie w jezyku polskim

Wprowadzenie: Nieptodno$¢ meska stanowi istotny problem Kkliniczny.
Ocena standardowych parametrow seminologicznych nie zawsze w pelni
odzwierciedla potencjal zaptadniajacy plemnikéw. Coraz wigksze znaczenie
odgrywaja funkcjonalne markery jakosci plemnikow. Jednym z nich jest aktywnos¢
systemu ubikwityna—proteasom. Uczestniczy on w regulacji wielu procesow
poczynajac od spermatogenezy po kapacytacje 1 hiperaktywacje a takze

bezposrednig interakcje z oocytem.

Cel pracy: Celem pracy byla ocena znaczenia aktywnoSci proteasomow
w plemnikach jako czynnika wplywajacego na parametry ruchu oceniane systemem
komputerowo wspomaganej analizy nasienia (CASA), skutecznos$¢ zaptodnienia

I kliniczne wyniki procedur zaptodnienia pozaustrojowego.

Material i metody: Badaniem objeto probki nasienia pacjentow poddawanych
procedurom IVF/ICSI. Oceniono aktywnos$¢ proteasoméw w plemnikach oraz
przeanalizowano jej zalezno$¢ z parametrami ruchliwo$ci okre$lanymi metoda
CASA, w tym predkoscig ruchu (VCL), czestotliwoscig pracy witki (BCF),
liniowoscig (LIN), prostoliniowoscig (STR), odsetkiem plemnikéw hiperaktywnych
oraz catkowitg ruchliwoscig. Dodatkowo oceniono zalezno$ci pomiedzy
aktywnoS$cig proteasoméw a wynikami klinicznymi (cigza biochemiczna, cigza
kliniczna, poronienie) oraz parametrami morfokinetycznymi rozwoju zarodkow.
W analizie statystycznej wykorzystano testy korelacyjne, analizy poréwnawcze oraz

stworzono model regresji logistyczne;.

Wyniki: Wykazano, ze wyzsza aktywno$¢ proteasomow wigze si¢
z istotnymi zmianami w kinematyce ruchu plemnikow, obejmujagcymi wzrost
predkosci ruchu 1 czestotliwosci pracy witki oraz spadek liniowosci
i prostoliniowos$ci toru ruchu. Zmiany te odpowiadajg ruchowi hiperaktywnemu
moga wskazywaé na udziat proteasoméw w procesie funkcjonalnego dojrzewania

plemnikéw. Stwierdzono roéwniez silng zalezno$¢ pomiedzy aktywnoS$cig
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proteasoméw a catkowita ruchliwoscig plemnikéw oraz dodatni zwigzek

z odsetkiem plemnikoéw hiperaktywnych.

Wyzsza  aktywnos$¢  proteasomow  byla zwigzana =z  wigkszym
prawdopodobienstwem uzyskania cigzy biochemicznej 1 klinicznej oraz
z mniejszym ryzykiem poronienia. Jednoczesnie nie wykazano istotnych zaleznoSci
pomiedzy aktywnoscig proteasomow a parametrami morfokinetycznymi rozwoju

zarodkow.

W stworzonym modelu regresji logistycznej aktywno$¢ proteasomow
stanowila niezalezny czynnik zwigzany z uzyskaniem cigzy biochemicznej, obok

parametréw czasowych rozwoju zarodka.

Whioski: Aktywnos$¢ proteasomdéw w plemnikach jest istotnym czynnikiem
determinujagcym ich funkcjonalng jako$¢, wpltywajacym zaré6wno na parametry
ruchliwosci, jak 1 wyniki kliniczne leczenia nieptodnosci. System ubikwityna—
proteasom uczestniczy w regulacji procesOw prowadzacych do hiperaktywacji
plemnikow oraz moze odzwierciedla¢ ich potencjal zaptadniajgcy. Pomimo braku
wpltywu na morfokinetyke rozwoju zarodkow, aktywno$¢ proteasomow stanowi
obiecujacy biomarker jakosci plemnikow, ktory moze uzupelnia¢ standardowa
diagnostyke seminologiczng. Konieczne sg dalsze badania w celu walidacji jego

zastosowania przy procedurach wspomaganego rozrodu.
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9. Streszczenie w jezyku angielskim

Introduction: Male infertility remains a significant clinical problem, and
conventional semen parameters do not always accurately reflect the fertilizing
potential of spermatozoa. Increasing attention has been directed toward functional
biomarkers of sperm quality, including the activity of the ubiquitin—proteasome
system, which is involved in the regulation of capacitation, hyperactivation, and the

acrosome reaction.

Objective: The aim of this study was to evaluate the role of proteasome
activity in spermatozoa as a factor influencing sperm motility parameters (CASA),
functional maturation, and the effectiveness of fertilization and embryo

implantation in assisted reproductive techniques.

Materials and Methods: The study included semen samples from patients
undergoing IVF/ICSI procedures. Proteasome activity in spermatozoa was assessed
and analyzed in relation to computer-assisted sperm analysis (CASA) parameters,
including curvilinear velocity (VCL), beat cross frequency (BCF), linearity (LIN),
straightness (STR), percentage of hyperactivated sperm, and total motility.
Additionally, associations between proteasome activity and clinical outcomes
(biochemical pregnancy, clinical pregnancy, miscarriage) as well as embryo
morphokinetic parameters were evaluated. Statistical analysis included correlation

tests, group comparisons, and logistic regression modeling.

Results: Higher proteasome activity was associated with significant changes
in sperm kinematics, including increased velocity and flagellar beat frequency,
along with decreased linearity and straightness. This pattern is characteristic of
hyperactivated motility, suggesting a role of proteasomes in sperm functional
maturation. A strong association was observed between proteasome activity and
total sperm motility, as well as a positive relationship with the proportion of

hyperactivated sperm.
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Higher proteasome activity was also associated with an increased likelihood
of achieving both biochemical and clinical pregnancy and with a reduced risk of
miscarriage. No significant associations were found between proteasome activity
and embryo morphokinetic parameters. In logistic regression analysis, proteasome
activity remained an independent predictor of biochemical pregnancy alongside

embryo developmental timing parameters.

Conclusions: Proteasome activity in spermatozoa is an important determinant
of functional sperm quality, influencing both motility parameters and clinical
outcomes of infertility treatment. The ubiquitin—proteasome system plays a key role
in regulating sperm hyperactivation and may reflect fertilization potential. Despite
the lack of association with embryo morphokinetics, proteasome activity represents
a promising functional biomarker that may complement standard semen analysis.
Further studies are required to validate its clinical utility in predictive models for

assisted reproduction.
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prorektorkl@umb.edu.pl

Biatystok, 25-10-2018

Uchwata nr: R-1-002/412/2018
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zapoznaniu si¢ z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines for
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Martynowicza wraz z zespotem badawczym z UMB.
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