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Lista skrótów   

 

ABHD2 Abhydrolase Domain-Containing Protein 2 (białko zawierające domenę 

abhydrolazową 2) 

ACR – Acrosin (akrozyna) 

AFC - Antral Follicle Count (liczba pęcherzyków antralnych) 

AI - Artificial Intelligence (sztuczna inteligencja) 

ALH - Amplitude of Lateral Head displacement (amplituda bocznego wychylenia 

główki plemnika) 

AMH - Anti-Müllerian Hormone (hormon antymullerowski) 

APC/C - Anaphase-Promoting Complex / Cyclosome 

AR – Acrosomal Reaction (reakcja akrosomalna) 

ATP - Adenosine Triphosphate (adenozynotrójfosforan) 

AZF - Azoospermia Factor (czynnik azoospermii) 

BCF - Beat Cross Frequency (częstotliwość przecięć 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 (kanał jonowy specyficzny dla plemników) 

CCT/TRiC - Chaperonin Containing TCP-1/ TCP-1 Ring Complex 

CFTR - Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (regulator 

transbłonowego przewodnictwa w mukowiscydozie) 

CISS - Cross-beat Instantaneous Side Shift (bieżące wychylenie boczne główki przy 

każdym uderzeniu ogonka) 

COH - Controlled Ovarian Hyperstimulation (kontrolowana hiperstymulacja 

jajników) 

CP – Core Particle (rdzeń proteasomu) 

CSF - Cytostatic Factor 

DNA - Deoxyribonucleic Acid (kwas deoksyrybonukleinowy) 
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DUB - Deubiquitinating enzyme (enzym deubikwitynujący) 

EMI1 - Early Mitotic Inhibitor 1 

ESHRE - European Society of Human Reproduction and Embryology (europejskie 

stowarzyszenie rozrodczości i embriologii) 

FIMP - Fertilization Influencing Membrane Protein (białko błonowe wpływające na 

zapłodnienie) 

FSH - Follicle-Stimulating Hormone (hormon folikulotropowy) 

GnRH - Gonadotropin-Releasing Hormone (gonadoliberyna) 

HCG – Human Chorionic Gonadotropin (ludzka gonadotropina kosmówkowa) 

HST- Hobson Sperm Tracker 

ICM - Inner Cell Mass (węzeł zarodkowy wewnętrzny) 

ICSI - Intracytoplasmic Sperm Injection (docytoplazmatyczna iniekcja plemnika) 

IVF - In Vitro Fertilization (zapłodnienie in vitro) 

IZUMO1 - Izumo sperm-egg fusion protein 1 (białko fuzyjne plemnik-komórka 

jajowa 1) 

LH - Luteinizing Hormone (hormon luteinizujący) 

LIN – Linearity (prostoliniowość) 

LMP2 - Low Molecular Mass Polypeptide 2 

LMP7 - Low Molecular Mass Polypeptide 7 

MAD - Mean Angular Displacement (średnia wartość kątowa 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 (główny układ zgodności tkankowej) 

MMP-2 - Matrix Metalloproteinase-2 (Metaloproteinaza macierzy pozakomórkowej 

typu 2) 

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

MOM – Momentum (pęd plemnika) 

MPF - Maturation-Promoting Factor (czynnik promujący dojrzewanie komórki 

jajowej / wejście w fazę M) 
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MZT - Maternal-to-Zygotic Transition (przejście matczyno-zygotyczne) 

OHSS - Ovarian Hyperstimulation Syndrome (zespół hiperstymulacji jajników) 

P62/ SQSTM1 - Sequestosome 1 (wielofunkcyjne białko adapterowe) 

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

PH20 – Human Hyaluronidase (ludzka hialurodynaza) 

PKA – Protein kinase A  (kinaza białkowa A) 

PLCδ - Phospholipase C zeta (fosfolipaza C zeta) 

PPOS - Progestin-Primed Ovarian Stimulation (stymulacja jajników 

progestagenami) 

PSMA8 - Proteasome Subunit Alpha Type-8 

RAD51 - RADiation sensitive 51 

RNA - Ribonucleic Acid (kwas rybonukleinowy) 

ROS - Reactive Oxygen Species (reaktywne formy tlenu) 

RPA1 - Replication Protein A1 

Rpn - Regulatory Particle non-ATPase 

Rpt - Regulatory particle triple-A ATPase 

s20S - spermatoproteasom 20S 

SHBG - Sex Hormone Binding Globulin (globulina wiążąca hormony płciowe) 

SOF1 - Sperm-Oocyte Fusion required 1 (białko wymagane do fuzji plemnika z 

oocytem) 

SPACA6 - Sperm Acrosome Associated 6  

SPAM1 - Sperm Adhesion Molecule 1 (cząsteczka adhezyjna plemnika 1) 

STR – Straightness (prostoliniowość względem trajektorii uśrednionej) 

SYCP3 - Synaptonemal Complex Protein 3 

TE – Trophectoderm (trofektoderma) 

TMEM95 - Transmembrane protein 95 (białko przezbłonowe 95) 

TSH - Thyroid-Stimulating Hormone (hormon tyreotropowy) 

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

UBL7 - Ubiquitin-Like Protein 7 (białko zawierające domenę ubikwitynopodobną) 

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

VAP - Average Path Velocity (prędkość średnia po trajektorii uśrednionej) 

VCL - Curvilinear Velocity (prędkość krzywoliniowa) 

VSL - Straight Line Velocity (prędkość po linii prostej) 

WHO – World Health Organization (Światowa 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 (białko wiążące 

plemnika osłonki przejrzystej 1/2/3/4) 

ZPC ZP - Zona Pellucida (osłonka przejrzysta) 
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1. Wstęp 

1.1. Niepłodność 

 

Niepłodność definiowana jest jako niemożność uzyskania ciąży pomimo 12 

miesięcy regularnego współżycia (2–4 razy w tygodniu) bez stosowania 

antykoncepcji – taka sytuacja według Światowej Organizacji Zdrowia (WHO) 

stanowi jednostkę chorobową [1,2]. Należy odróżnić niepłodność od bezpłodności: 

niepłodność ma charakter potencjalnie odwracalny (para nie zachodzi w ciążę przez 

dłuższy czas, ale przyczyna może być uleczalna), podczas gdy bezpłodność oznacza 

trwałą niezdolność do posiadania biologicznego potomstwa (np. z powodu braku 

gamet lub narządów rozrodczych) [2]. Problem niepłodności dotyczy obu płci i 

może wynikać z czynników męskich, żeńskich lub ich kombinacji. Często trudne 

bywa ustalenie pojedynczej, jednoznacznej przyczyny problemów z płodnością [2]. 

Niepłodność jest uznawana za istotny problem zdrowia publicznego na 

świecie. Według najnowszego raportu WHO (2023) [1] szacuje się, że około 1 na 6 

osób dorosłych na świecie dotyka problem niepłodności. Odpowiada to ok. 17% 

ludzi w wieku rozodczym, podobny odsetek obserwuje się w krajach o wysokich 

dochodach (17,8%), jak i średnio  i niskorozwiniętych (16,5%) [1], co podkreśla, iż 

jest to problem o zasięgu globalnym, niezależnym od regionu świata. Starsze dane 

WHO podawały, że problem niepłodności dotyka 60-80 milionów par na świecie, 

różnica wynika z rosnącej liczby ludności oraz coraz lepszej metodologii zbierania 

danych epidemiologicznych [2]. 

W krajach wysoko rozwiniętych około 10-16% par w wieku rozrodczym 

zmaga się z niepłodnością [2]. Polska znajduje się powyżej tej średniej – szacuje 

się, że z niepłodnością zmaga się ok. 15–20% polskich par w wieku rozrodczym, co 

odpowiada 1–1,5 miliona par [2]. Innymi słowy, co piąta para w Polsce może 

doświadczać trudności z poczęciem dziecka. 

Niepłodność niesie za sobą konsekwencje zarówno zdrowotne oraz 

psychospołeczne. Dla wielu par jest to sytuacja stresowa, obniżająca poczucie 



11 

 

własnej wartości i powodująca problemy w relacji z partnerem. Społecznie 

niepłodność obniża wskaźniki urodzeń. WHO zwraca uwagę, że osoby dotknięte 

niepłodnością często napotykają bariery w dostępie do opieki medycznej – od 

stygmatyzacji, przez wysokie koszty leczenia, po ograniczoną dostępność ośrodków 

leczenia niepłodności [1]. 

Obszar  Szacunkowy odsetek niepłodnych par/osób  

 

Świat ~17% dorosłych (1 na 6 osób doświadcza niepłodności)[1] 

Europa 10–16% par w wieku rozrodczym [2] 

Polska ~15–20% par (ok. 1–1,5 mln par) [2] 

Tabela 1. Częstotliwość występowania niepłodności. 

Problemy z płodnością dotyczą zarówno kobiet jak i mężczyzn. Szacunkowo  

w około 20% przypadków przyczyna niepłodności leży tylko po stronie mężczyzny,  

w kolejnych 20-30% czynnik męski współistnieje z czynnikiem żeńskim. Łącznie 

czynnik męski obecny jest u 40-50% niepłodnych par [3]. 

Istnieje wiele przyczyn obniżonej płodności u mężczyzn, obejmują one 

zarówno czynniki wrodzone jak i nabyte (Tabela 2). Za najczęstszą przyczynę 

uznaje się niepłodność idiopatyczną – o nieznanej etiologii (25-30% przypadków) 

[3].  
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Przyczyna Udział (%) 

Niepłodność idiopatyczna 25–30% 

Żylaki powrózka nasiennego (varicocele) ~5–15% 

Czynniki genetyczne ~5–15% 

Hipogonadyzm ~10% 

Infekcje układu rozrodczego ~5–10% 

Zaburzenia seksualne i choroby 

ogólnoustrojowe 

~1–10% 

Wnętrostwo ~5–8% 

Czynniki immunologiczne ~3–5% 

Wady anatomiczne/niedrożności ~1–2% 

Tabela 2. Najczęstsze przyczyny niepłodności męskiej. 

Warto tu podkreślić, że idiopatyczna niepłodność coraz częściej jest oceniana 

dzięki zaawansowanej diagnostyce molekularnej i epigenetycznej np. badania NGS, 

fragmentacja DNA plemników czy analiza stresu oksydacyjnego często pozwalają 

na wykrycie i nazwanie takiej przyczyny niepłodności. 

 Druga grupa to mężczyźni, u których zidentyfikowano konkretną przyczynę 

niepłodności: 

• Żylaki powrózka nasiennego (varicocele) – najczęstsza uchwytna przyczyna; 

stwierdza się je u ~15% populacji mężczyzn, ale aż u 35–40% mężczyzn z 

nieprawidłowym wynikiem seminogramu [4]. W statystykach głównych przyczyn 

niepłodności varicocele wymieniane są u ~5–15% niepłodnych mężczyzn [3]. 

• Czynniki genetyczne – aberracje chromosomowe i mutacje genów (np. 

CFTR) stanowią ~5–15% przypadków [5]. 

• Hipogonadyzm – zaburzenia hormonalne osi podwzgórze-przysadka i 

pierwotne dysfunkcje jąder odpowiadają za ~10% przypadków [3]. 

• Infekcje układu rozrodczego – zapalenia jąder i najądrzy oraz infekcje 

przenoszone drogą płciową (HIV, HPV, chlamydia, rzeżączka) odpowiadają za ~5–

10% przypadków [3]. 
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• Czynniki seksualne i ogólnoustrojowe – zaburzenia erekcji/ejakulacji (~1–

5%) oraz choroby przewlekłe i leczenie onkologiczne (~5–10%) [3]. 

• Wnętrostwo – nieleczone prowadzi do uszkodzenia tkanek, dotyczy ~5–8% 

przypadków [3]. 

• Czynniki immunologiczne – przeciwciała przeciwplemnikowe stanowią ~3–

5% przyczyn [3]. 

• Wady anatomiczne i niedrożności – ~1–2% przypadków [3]. 

Wpływ na niepłodność mają również czynniki środowiskowe oraz styl życia (stres, 

otyłość, środki toksyczne, używki). 

 

 

1.2. Diagnostyka i leczenie niepłodności męskiej 

 

Podstawą diagnostyki niepłodności jest zebranie całościowego wywiadu. 

Kompletny wywiad medyczny i seksualny obejmuje ocenę czynników 

środowiskowych i stylu życia oraz ujawnia czynniki wpływające na płodność  

tj: choroby przewlekłe (cukrzyca, choroby tarczycy) choroby nowotworowe, a także 

choroby autoimmunologiczne czy zaburzenia seksualne. Na podstawie informacji 

uzyskanych w wywiadzie lekarz podejmuje decyzje, jakie badania wykonać  

(np. hormonalne, genetyczne, obrazowe). 

 Podstawowym badaniem laboratoryjnym jest badanie nasienia – 

seminogram. Prawidłowe wartości – normozoospermia według wytycznych WHO 

(6. edycja, 2021) [6] jest definiowana jako: 

o Objętość ejakulatu ≥ 1,4 ml 

o Koncentracja plemników ≥ 16 mln/ml 

o Całkowita liczba plemników w ejakulacie ≥ 39 mln 
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o Ruchliwość całkowita ≥ 42%, postępowa ≥ 30% 

o Morfologia ≥ 4% prawidłowych plemników 

Odchylenia: oligozoospermia (niska koncentracja), astenozoospermia 

(obniżona ruchliwość), teratozoospermia (morfologia < 4%), azoospermia (brak 

plemników). 

Przed badaniem należy zachować 2-7 dni abstynencji seksualnej, w 

przypadku wykrycia nieprawidłowości należy je powtórzyć w odstępie 2-3 tygodni, 

bądź najlepiej po pełnym cyklu spermatogenezy tj. po 3 miesiącach. 

Badania dodatkowe obejmują profil hormonalny (LH, FSH, testosteron, 

testosteron wolny, prolaktyna, estradiol, TSH, SHBG), badania genetyczne 

(kariotyp, CFTR, AZF), badanie przeciwciał przeciwplemnikowych, fragmentacji 

DNA plemników, stresu oksydacyjnego w nasieniu, USG moszny oraz w 

uzasadnionych przypadkach (azoospermia niewiadomego pochodzenia) biopsję 

jąder [5]. 

Zwiększone FSH przy niskim testosteronie może wskazywać na 

hipogonadyzm hipergonadotropowy, a niskie FSH/LH – hipogonadyzm 

hipogonadotropowy. Mutacje CFTR są szczególnie ważne u mężczyzn z 

obustronnym brakiem nasieniowodów (CBAVD), a mikrodelecje regionu AZFc 

mogą pozwalać na pozyskanie plemników metodą mTESE, w przeciwieństwie do 

AZFa/b. 

W leczeniu przyczynowym stosuje się chirurgiczne leczenie varicocele [4], 

terapie gonadotropinami w hipogonadyźmie, antybiotykoterapii w przypadku 

infekcji oraz zabiegi udrożniające przewody nasienne. Ważna jest też optymalizacja 

stylu życia i farmakoterapia wspomagająca – antyoksydanty (witaminy C, E, 

koenzym Q10, L-karnityna, cynk, selen) [5], klomifen, inhibitory aromatazy, 

sterydy w niepłodności immunologicznej. 

Badania wykazują, że pogorszenie parametrów nasienia wiąże się ze 

spadkiem wskaźników zapłodnienia i jakości zarodków nawet w procedurach ICSI 
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(Intracytoplasmic Sperm Injection) [7]. Fragmentacja DNA plemników koreluje  

z niższym odsetkiem implantacji i wyższym ryzykiem poronień [8]. 

Proteasomy biorą udział w kapacytacji, reakcji akrosomalnej i degradacji 

białek osłonki przejrzystej (ZP2/ZPC) przed zapłodnieniem [10,11]. Aktywność 

proteasomowa koreluje z odsetkiem zapłodnionych oocytów i prawidłowych zygot 

in vitro [9]. Zaburzenia aktywności proteasomów są potencjalnym biomarkerem 

dysfunkcji plemników – także w przypadku normozoospermii – może mieć 

znaczenie przy nawracających niepowodzeniach ART (Assisted Reproductive 

Technology). 

 

 

1.3 Procedura IVF 

 

Od pierwszego dziecka poczętego metodą IVF (In Vitro Fertilization) – 

Louise Brown (1978) – uznawana jest ona za najbardziej skuteczną metodę rozrodu 

wspomaganego, gdzie liczba urodzeń przekroczyła 12 mln na całym świecie [14]. 

Do wdrożenia procedury IVF kluczowe było 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 – AI (Artificial Inteligence) 

wspiera ocenę zarodków, selekcję plemników do zapłodnienia oraz automatyzację 

całej procedury IVF-ICSI [16], [17]. 

Poza klasycznymi wskazaniami takimi jak niedrożność jajowodów, bardzo 

mała liczba plemników, endometrioza czy czynniki uniemożliwiające zapłodnienie  

w warunkach naturalnych najnowsze wytyczne ESHRE (European Society of 

Human Reproduction and Embryology) 2024 zalecają rozważenie IVF w przypadku 

podejrzenia schorzeń genetycznych wymagających diagnostyki preimplantacyjnej 
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jak i po niepowodzeniach inseminacji [18]. Kwalifikacja obejmuje ocenę ryzyka 

powikłań i rezerwy jajnikowej AMH (Anti-Müllerian Hormone). 

Kontrolowana stymulacja jajników (COH - Controlled Ovarian 

Hyperstimulation) ma na celu uzyskanie wielu dojrzałych oocytów. Standardem są 

protokoły antagonistyczne GnRH z indywidualizowanym doborem dawki 

gonadotropin. Przegląd Cochrane potwierdził, że zastosowanie antagonistów GnRH 

skutecznie zapobiega przedwczesnemu wyrzutowi LH, jednocześnie skracając czas 

leczenia [20]. Personalizowana terapia follitropiną delta wiązała się natomiast  

z istotnie niższą częstością OHSS przy zachowaniu skuteczności klinicznej [21]. 

Punkcja dojrzałych pęcherzyków jajnikowych przeprowadzana jest 

przezpochwowo pod kontrolą USG. Szczegółowe zalecenia dotyczące techniki 

pobrania, przygotowania pacjenta oraz postępowania po zabiegu przygotował 

zespół ESHRE [22]. Mimo niskiej inwazyjności procedury obserwacje wskazują na 

ból odczuwany po zabiegu, a także nieznaczne powikłania jak np. krwawienia, 

szczególnie u pacjentek z dużą rezerwą jajnikową [23]. 

Zapłodnienie pobranych komórek odbywa się metodą IVF: klasyczną bądź 

ICSI. Zarodki hodowane są do 2-3 lub 5-6 doby po zapłodnieniu w inkubatorach.  

W badaniach randomizowanych nie odnotowano przewagi inkubatorów time-lapse 

nad standardową metodą obserwacji pod względem żywych urodzeń [24].  

Wybór dnia transferu zarodka zależy od jego stopnia rozwoju, morfologii 

oraz przebiegu wcześniejszych cykli leczenia. Rozwój zarodka do stadium 

blastocysty może odzwierciedlać jakość zarówno oocytu, jak i plemnika.. 

Wieloośrodkowe badanie wykazało brak różnicy w odsetku żywych urodzeń 

pomiędzy transferami blastocyst a zarodkami dzielącymi się u pacjentek z ≥4 

zarodkami [25]. 

Suplementacja progesteronem w fazie lutealnej poprawia wyniki zarówno  

w świeżych, jak i w mrożonych cyklach, co potwierdza najnowszy przegląd 

systematyczny Mizrachi i wsp. [26]. 
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Postęp w dziedzinie kriokonserwacji umożliwił stosowanie strategii 'freeze-

all', polegającej na zamrożeniu wszystkich zarodków i ich transferze w 

późniejszych cyklach. W przypadku pacjentek dobrze odpowiadających na 

stymulację jajników metoda ta wykazuje większą skuteczność kliniczną niż transfer 

w cyklu świeżym [27]. 

Indywidualny dobór dawki gonadotropin na podstawie stężenia AMH i 

liczby pęcherzyków antralnych (AFC) może ograniczyć ryzyko powikłań bez 

pogorszenia skuteczności [28].  

Zastosowanie agonisty GnRH zamiast HCG do indukcji dojrzewania oocytów 

znacząco ogranicza ryzyko OHSS, choć kosztem nieco niższego odsetka porodów  

w świeżych cyklach [17]. Wykazano również niewielki, lecz istotny statystycznie 

wzrost ryzyka raka jajnika u pacjentek poddanych procedurze IVF [30]. 

 

 

1.4. Molekularne mechanizmy zapłodnienia 

 

 Zapłodnienie u ssaków to wieloetapowy proces obejmujący szereg 

precyzyjnie regulowanych interakcji między plemnikiem a komórką jajową. Etapy 

te obejmują dojście plemnika do oocytu, wiązanie z osłonką przejrzystą (zona 

pellucida, ZP), reakcję akrosomalną, fuzję błon gamet oraz aktywację oocytu 

prowadzącą do rozpoczęcia rozwoju zarodka. 

 Aby plemnik mógł zapłodnić komórkę jajową, musi najpierw przejść 

kapacytację w drogach rodnych samicy. Kapacytacja to szereg zmian 

biochemicznych w plemniku, które zwiększają jego zdolność do zapłodnienia. 

Dochodzi m.in. do usunięcia cholesterolu z błony plemnika (wymywanego przez 

albuminy płynu jajowodowego), co powoduje wzrost płynności błony i 

uruchomienie kaskad sygnałowych cAMP/PKA oraz fosforylacji białek na 

tyrozynie [31]. Równocześnie do plemnika napływają jony wapnia (Ca
2+

) i 
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wodorowęglanowe (HCO
3-

), które są niezbędne do pełnej kapacytacji i 

przygotowania plemnika do reakcji akrosomalnej [31]. W efekcie kapacytacji 

plemnik uzyskuje zdolność do hiperaktywacji ruchu – jego witka bije z większą 

amplitudą i asymetrią. Hiperaktywacja jest kluczowa dla skutecznego zapłodnienia, 

gdyż umożliwia plemnikom uwolnienie się z rezerwuaru w bańce jajowodu oraz 

penetrację lepkiego śluzu i komórek cumulusa otaczających oocyt [31]. W trakcie 

kapacytacji dochodzi również do dynamicznej przebudowy proteomu plemnika, 

obejmującej procesy ubikwitynacji i degradacji wybranych białek przez system 

ubikwityna–proteasom (UPS). 

 Kolejnym mechanizmem ułatwiającym dotarcie plemnika do oocytu jest 

chemotaksja plemnikowa. W okolicy oocytu stężenie progesteronu – hormonu 

wydzielanego przez komórki cumulusa otaczające komórkę jajową – jest 

szczególnie wysokie i tworzy gradient chemotaktyczny. Progesteron oddziałuje na 

plemniki poprzez receptor niegenomiczny (m.in. dezaktywując enzym ABHD2), co 

otwiera kanały wapniowe CatSper w błonie witki plemnika. Skutkuje to 

gwałtownym napływem Ca
2+ 

do wnętrza plemnika i zwiększeniem ruchliwości 

(hiperaktywacja) oraz zmianą toru ruchu w kierunku rosnącego stężenia 

progesteronu [31].  

U niektórych gatunków opisano także termotaksję – zdolność plemników do 

reagowania na niewielką różnicę temperatur (około 2°C) między cieplejszą bańką 

jajowodu a chłodniejszą cieśnią, co również może pomagać w lokalizacji oocytu. 

Ostatnią barierą na drodze plemnika do oocytu jest wieniec promienisty 

(cumulus oophorus) – warstwa komórek ziarnistych otoczonych macierzą bogatą  

w kwas hialuronowy. Plemnik penetruje tę warstwę dzięki enzymom 

hialuronidazom obecnym na jego powierzchni. Głównym z nich jest PH20 (zwany 

też SPAM1), zakotwiczony glikozylofosfatydyloinozytolem w błonie plemnika. 

PH20 rozkłada kwas hialuronowy, rozluźniając macierz cumulusa i ułatwiając 

plemnikowi przedarcie się przez wieniec promienisty [32]. Wykazano, że 

rekombinowana hialuronidaza PH20 potrafi in vitro rozproszyć komórki cumulusa 

wokół oocytu, co potwierdza jej rolę w pokonywaniu tej bariery [32]. Mimo to, 
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eksperymenty na myszach wskazują, że brak PH20 nie uniemożliwia całkowicie 

zapłodnienia (samce Ph20
-/-

 są płodne), co sugeruje istnienie mechanizmów 

kompensacyjnych lub alternatywnych dróg penetracji cumulusa. 

 Po przebiciu się przez wieniec promienisty, plemnik wiąże się z osłonką 

przejrzystą (ZP), czyli osłoną glikoproteinową otaczającą oocyt. Osłonka 

przejrzysta zbudowana jest z trzech lub czterech głównych glikoprotein (u myszy są 

to ZP1, ZP2, ZP3, u człowieka dodatkowo ZP4) [33]. Wiązanie plemnika do ZP jest 

mediatorem kluczowej interakcji: glikoproteina ZP3 (oraz ZP4 u człowieka) działa 

jako receptor dla plemnika, wyzwalając u niego kolejną fazę – reakcję akrosomalną 

[33]. 

Reakcja akrosomalna (AR) rozpoczyna się zwykle tuż po związaniu 

plemnika z osłonką przejrzystą. Jest to proces egzocytozy akrosomu – pęcherzyka 

enzymatycznego pokrywającego przednią część główki plemnika. Uwalniane są 

enzymy proteolityczne, z których najważniejsze to akrozyna oraz enzymy 

proteasomalne plemnika. Badania wskazują, że zahamowanie akrozyny utrudnia 

penetrację ZP przez plemniki [34]. U chomika całkowita eliminacja genu akrozyny 

skutkuje niepłodnością samców (Acr
-/-

), podczas gdy u myszy brak akrozyny 

powoduje tylko opóźnione i mniej efektywne zapłodnienie [34]. 

Coraz więcej dowodów wskazuje, że proteasom plemnikowy jest równie 

istotny w degradacji glikoprotein ZP jak klasyczne enzymy akrosomalne. Proteasom 

26S obecny w akrosomie plemnika degraduje ubikwitynowane białka ZP, a jego 

inhibicja całkowicie blokuje zapłodnienie in vitro [34]. Aktywacja proteasomu 

przyspiesza trawienie ZP, ale nadmierna aktywność prowadzi do polispermii. 

Ponadto po RA odsłaniane są nowe ligandy plemnikowe, m.in. IZUMO1, 

który jest niezbędny w kolejnym etapie fuzji błon [35]. 

 Po penetracji osłonki przejrzystej plemnik dociera do oolemmy. Kluczową 

rolę w adhezji odgrywa IZUMO1 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 niezbędna jest tetraspannina CD9, która organizuje 

mikrodomeny błonowe i stabilizuje połączenie z plemnikiem [36]. 

Na powierzchni plemnika identyfikowano także białka SPACA6, TMEM95, 

FIMP i SOF1, których nokaut u myszy prowadzi do niepłodności z powodu braku 

fuzji pomimo prawidłowego przebiegu wcześniejszych etapów [37]. Mutacja 

TMEM95 u bydła potwierdza jej rolę w zapłodnieniu ssaków [37]. 

 Po fuzji gamet do cytoplazmy oocytu wprowadzana jest plemnikowa 

fosfolipaza C zeta (PLCδ), która wywołuje oscylacje Ca
2+ 

prowadzące do aktywacji 

oocytu [39]. U ludzi deficyt PLCδ jest przyczyną niepowodzeń w IVF [39]. 

Pierwszą konsekwencją wzrostu Ca
2+ 

jest reakcja korowa: egzocytoza ziaren 

korowych, uwalniająca m.in. owastacynę (astacynopodobną metaloendopeptydazę), 

która przecina ZP2 i uniemożliwia dalsze wiązanie plemników z ZP [8]. Brak 

owastacyny u myszy prowadzi do polispermii [38]. Dodatkowo ziarenka korowe 

uwalniają N-acetyloglukozaminidazę i peroksydazę, wzmacniając blokadę 

polispermii [38]. 

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

po zapłodnieniu), co blokuje kolejne fuzje plemnik–oocyt [35][39]. 

 

 

1.5. Spermatogeneza 

 

 Spermatogeneza to proces tworzenia plemników (spermatozoa), który 

zachodzi w kanalikach nasiennych jąder. Składa się ona z 3 głównych faz: 

proliferację spermatogoniów (podziały mitotyczne), mejozę (powstawanie 

haploidalnych spermatyd) oraz spermiogenezę (różnicowanie się spermatyd w 

plemniki) [40]. W procesie tym zachodzą liczne zmiany morfologiczne i 

komórkowe oraz precyzyjne zmiany ekspresji genów [40]. Przejście spermatogonii 

w formę dojrzałych plemników trwa około 74 dni (+/-4). Po opuszczeniu kanalików 
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nasiennych spermatozoa trafiają do najądrzy, gdzie uzyskują zdolność ruchu  

i zapłodnienia komórki jajowej [40]. 

 Spermatogeneza zachodzi w kanalikach nasiennych jąder, których ściana 

zbudowana jest z błony podstawnej oraz nabłonka plemnikotwórczego 

zawierającego komórki Sertoliego i komórki płciowe. Testosteron wytwarzany 

przez komórki Leydinga umieszczone w zrębie jądra jest niezbędny do 

prawidłowego przebiegu procesu spermatogenezy. Hormonalnie spermatogeneza 

jest kontrolowana przez oś podwzgórze–przysadka–jądro. GnRH z podwzgórza 

stymuluje przysadkowe wydzielanie hormonów LH i FSH; LH pobudza komórki 

Leydiga do syntezy testosteronu, natomiast FSH wraz z testosteronem działa na 

receptory komórek Sertolego [41]. Optymalne stężenie obu hormonów warunkuje 

prawidłową produkcję plemników, a komórki Sertolego wydzielają inhibinę, która 

sprzężeniem zwrotnym hamuje sekrecję FSH [41]. 

 System ubikwityna-proteasom (UPS) odgrywa kluczową rolę w regulacji 

spermatogenezy poprzez kontrolę czasu i zakresu degradacji poszczególnych białek 

na kolejnych etapach dojrzewania plemników [42]. Komórki rozrodcze produkują 

specjalne izoformy proteasomów – spermatoproteasomy o specyficznych 

właściwościach. W spermatocytach wchodzących w mejozę pojawia się 

podjednostka α4s, zastępująca standardową α4 i aktywująca spermatoproteasom 

(s20S)[42].Wraz z rozpoczęciem mejozy s20S łączy się głównie z kompleksem 19S 

(oraz w mniejszym stopniu z PA200), a udział klasycznego c20S w puli 

proteasomów spada z ≈98 % do <20 % [42]. Co więcej, s20S – w przeciwieństwie 

do c20S – wiąże białka kompleksu synaptonemalnego (np. SYCP3), sugerując jego 

bezpośredni udział w przebiegu mejozy [42]. Badania nad typem proteasomu 

zawierającym podjednostkę PSMA8 potwierdziły rolę proteasomów w mejozie. Jej 

brak prowadzi do akumulacji białek RAD51 czy RPA1, opóźnienia wejścia 

komórek w fazę M i zatrzymania na mejozie I[43], co skutkuje męską 

niepłodnością.  

 Proteasomy w trakcie końcowej fazy spermiogenezy uczestniczą  

w przebudowie chromatyny jądra spermatyd. Zdegradowanie ubikwitynowanych 
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histonów umożliwia zamianę ich na protaminy i prowadzi do kondensacji DNA 

[42]. Biorą one też udział w eliminacji niepotrzebnych organelli – zubikwitynowane 

białka błon mitochondrialnych ułatwiają ich usuwanie podczas wydłużania się 

spermatyd [42]. 

 Zaburzenia funkcjonowania systemu UPS przekładają się na niepłodność. 

Brak wzbogaconego białka UBL7 powoduje ciężkie wady główki oraz witki oraz 

bezpłodność, ponieważ UBL7 chroni kluczowe czynniki przed nadmierną 

degradacją [44]. 

  

 

1.6. Układy ubikwityna – proteasom 

 

Produkcja białek w obrębie komórki jest procesem dynamicznym, co 

związane jest z ich ciągłą syntezą i degradacją. Za proces degradacji większości 

białek komórkowych, w tym białek krótko żyjących, regulatorowych i 

nieprawidłowo sfałdowanych odpowiedzialny jest szlak proteolityczny ubikwityny. 

Ponadto, poza kontrolą jakości białek, układ ubikwityna – proteasom (UPS - 

ubiquitin-proteasome system) kontroluje także inne podstawowe procesy 

komórkowe - takie jak progresja w cyklu komórkowym, transdukcja sygnału, 

śmierć komórki, odpowiedź immunologiczna, metabolizm. Proteoliza za 

pośrednictwem ubikwityny jest procesem złożonym, w którym zachodzi 

kowalencyjne przyłączenie wielu cząsteczek ubikwityny do substratu białkowego, 

po czym następuje jego rozpoznanie i degradacja w obrębie proteasomu 26S (Ryc. 

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

Szczegółowe etapy tego procesu obejmują aktywację ubikwityny poprzez 

zależne od ATP tworzenie wysokoenergetycznego wiązania tioestrowego pomiędzy 

cysteiną w miejscu aktywnym enzymu aktywującego ubikwitynę (E1), a końcem 

karboksylowym ubikwityny (U-COOH). W kolejnym etapie  ubikwityna 

przenoszona do koniugazy ubikwityny (E2) i sprzęgana jest z resztami lizyny w 

substracie lub z jego terminalną grupą aminową przez ligazę ubikwityny (E3), która 

to rozpoznaje określone motywy w białku docelowym. Pozostałe cząsteczki 

ubikwityny są sprzęgane z pierwszą, tworząc poliubikwitynowany addukt, który 

jest rozpoznawany przez proteasom 26S, co w konsekwencji prowadzi do 

degradacji substratu [47].  Należy podkreślić, iż proces ubikwitylacji jest reakcją 

odwracalną. W komórce zidentyfikowano bowiem wiele enzymów 

deubikwitylujących cysteinę i metaloproteazę tzw. DUB - deubiquitylating 

enzymes. W dotychczas opublikowanych danych wykazano, iż ludzki genom 

koduje około 100 możliwych DUB, przy czym działają one na różnych etapach 

procesu kontrolowanego przez układ UPS [48]. Z działaniem układu ubikwityna - 

proteasom jest związana etiopatogeneza wielu dysfunkcji i zaburzeń, w tym 
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nowotworów [49]. W związku z powyższym, szczegółowe rozpoznanie 

mechanizmów molekularnych zaangażowanych w układzie UPS daje podstawy do 

zrozumienia patofizjologii wielu stanów chorobowych, określenia ich 

diagnostycznych markerów predykcyjnych, a także pomoże w podjęciu decyzji  

o adekwatnej strategii terapeutycznej. Przykładowo, zmniejszony obrót białek 

prowadzi do ich wewnątrzkomórkowej akumulacji. Z kolei, stany związane  

z zaburzoną funkcją układu są również związane z upośledzeniem procesu syntezy 

białek, bowiem upośledzenie funkcji UPS prowadzi do zahamowania produkcji 

protein [50]. 

 

 

1.6.1. Proteasomy 

 

  Niektórzy autorzy określają proteasomy jako maszyny molekularne, ze 

względu na to, że proces rozkładu białek jest związany z hydrolizą 

wysokoenergetycznego ATP [51]. Pod względem strukturalnym, proteasom jest 

wielojednostkowym złożonym kompleksem enzymatycznym. Jego obecność 

potwierdzono w jądrze i cytozolu wszystkich komórek eukariotycznych. Wykazano, 

iż stanowią one około 1-2% całkowitej masy komórki [52]. W przypadku 

proteasomu 26S składa się on z około 60 podjednostek, przez co jest on około 75-

krotnie większy niż typowe proteazy, działające w środowisku 

zewnątrzkomórkowym. Kompleks 26S składa sięz centralnego, beczkowatego 

proteasomu 20S (znanego również jako rdzeń katalityczny, CP lub kompleks 20)  

z jedną lub dwiema cząsteczkami regulatorowymi 19S (Rycina 2) [53]. Proteasom 

20S ma kształt cylindryczny, składa się z czterech pierścieni – dwa zewnętrzne 

pierścienie α oraz dwa wewnętrzne pierścienie β [54]. Każdy z nich  zawiera siedem 

różnych, ale powiązanych ze sobą podjednostek. Dwa zewnętrzne pierścienie  

α pełnią rolę regulacyjną, podczas gdy dwa wewnętrzne pierścienie β są 

odpowiedzialne za aktywność proteolityczną CP. Zewnętrzne podjednostki  
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α otaczają por (α – bramka), przez który wchodzą substraty i wychodzą produkty. 

Trzy z podjednostek w pierścieniach β zawierają proteolityczne miejsca aktywne, 

które znajdują się na wewnętrznej powierzchni cylindra. Podjednostka β1 ma 

aktywność podobną do kaspazy, β2 charakteryzuje aktywność podobna do trypsyny,  

a β5 odpowiada za aktywność podobną do chymotrypsyny. Powyższe sprawia, iż 

proteasom ma zdolność degradacji substratów białkowych odpowiednio po resztach 

kwasowych, zasadowych i hydrofobowych [55]. 

 

 

 

 

 

 

Rycina 2. Schemat budowy proteasomu 26S ( na podstawie [56]). 



26 

 

 

Wprowadzenie substratu białkowego to złożony proces, który jest 

regulowany przez cząstkę 19S. Cząstka 19S zbudowana jest z pokrywy i podstawy. 

W skład jej wchodzi z około 20 różnych podjednostek, które można podzielić na 

dwie główne grupy: cząstki regulatorowe podjednostek potrójnej ATPazy (Rpt 

 - Regulatory particle of triple-ATPase) i cząstki regulatorowe podjednostek innych 

niż ATPazy (Rpn - Regulatory particle of non-ATPase) [57]. Ze względu na 

bezpośrednie oddziaływanie zewnętrznych pierścieni α z podstawą, pośredniczy 

ona w otwieraniu bramki 20S. Złożoność architektury proteasomu zapewnia 

selektywność proteolityczną i zapobiega niespecyficznej degradacji białek 

komórkowych. Ten ewolucyjnie wypracowany mechanizm działania proteasomu 

sprawia, iż rozkładowi ulegają jedynie ubikwitynowane substraty białkowe poprzez 

wejście do części 20S. Ubikwitynowane substraty są wychwytywane przez 

specyficzne receptory w części 19S, dochodzi do ich wiązania, deubikfitynacji 

 a następnie wprowadzenia do kompleksu katalitycznego 20S w celu degradacji 

tworząc oligopeptydy o długości od 3 do 15 reszt aminokwasowych. Degradacji 

nieubikwitynowanych białek zapobiega regulatorowa część proteasomu - 19S [56, 

58].    

 

 

1.6.2. System ubikwityna–proteasom w plemnikach 

 

Proteasom 26S jest wielopodjednostkowym kompleksem proteolitycznym 

zależnym od ATP, który selektywnie degraduje białka oznakowane ubikwityną. Jest 

on kluczowym elementem układu ubikwityna – proteasom (UPS), który odgrywa 

istotną rolę w regulacji wielu procesów komórkowych, również rozrodczych u 

człowieka i zwierząt [10]. W ciągu ostatnich lat wiele badań wykazało, że system 

UPS uczestniczy w dojrzewaniu i funkcjonowaniu gamet, zapłodnieniu oraz 

wczesnym rozwoju zarodka [10], [59], [63]. 
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W plemnikach ssaków, w tym ludzi stwierdzono obecność proteasomu 

zlokalizowanego głównie w rejonie akrosomu oraz wstawki [10]. Badania 

immunocytochemiczne wykazały obecność podjednostek proteasomu na 

zewnętrznej i wewnętrznej błonie akrosomu [10]. W żywych, ruchliwych 

plemnikach wykazano aktywność enzymatyczną proteasomów oraz enzymów 

deubikwitynujących [59]. Świadczy to o zdolności plemników do prowadzenia 

proteolizy ubikwitynozależnej jeszcze przed połączeniem z oocytem. Plemniki  

o nieprawidłowej budowie charakteryzują się obniżoną aktywnością proteasomów 

[62].Sugeruje się, że dysfunkcja systemu UPS w plemnikach może doprowadzać do 

obniżenia potencjału zapładniającego i może być jedną z przyczyn niepłodności 

immunologicznej lub idiopatycznej. 

 

 

1.6.3. Rola proteasomu plemnikowego w procesie zapłodnienia 

 

 W procesie zapłodnienia występuje szereg etapów wymagających 

precyzyjnej interakcji i modyfikacji molekularnych obu gamet. Proteasomy  

w plemnikach odgrywa istotną rolę w kilku kluczowych fazach zapłodnienia. 

Pierwszym takim etapem jest kapacytacja plemnika. Jest to końcowy okres 

dojrzewania plemnika już w drogach rodnych kobiety lub warunkach in vitro 

umożliwiający reakcję akrosomalną. Podczas kapacytacji zachodzi przebudowa 

białek błonowych i wewnątrzkomórkowych plemnika, czemu towarzyszy aktywacja 

szlaków sygnałowych. W doświadczeniach z hamowaniem aktywności 

proteasomów w plemnikach stwierdzono zmiany w białkach związanych  

z kapacytacją, poruszaniem się oraz wiązaniem osłonki przejrzystej (zona pellucida, 

ZP) [59].  

 Kolejnym etapem, w którym biorą udział proteasomy plemnikowe, jest 

reakcja akrosomalna oraz wiązanie się plemnika z osłonką przejrzystą komórki 

jajowej Proteasom plemnikowy pozostaje związany z główką plemnika nawet po 
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egzocytozie akrosomu, tworząc tzw. czapeczkę akrosomalną otaczającą przednią 

część główki [61]. Sprzyja to bezpośredniemu udziałowi proteasomu w trawieniu 

osłonki przejrzystej. Białko receptorowe ZPC jest substratem dla proteasomu 

podczas interakcji gamet [61]. W doświadczeniach wykazano, że już w ciągu kilku 

minut białko ZPC jest degradowane przez proteasomy akrosomalnej. W obecności 

inhibitora proteasomu proces ten był całkowicie zablokowany, a przyśpieszał po 

dodaniu aldehydu ubikwityny (UBAL), który stymuluje aktywność proteasomalną 

[61]. Obecność inhibitorów proteasomów uniemożliwia trawienie osłonki  

i zapłodnienie, a stymulacja proteasomów przy pomocy UBAL zwiększa odsetek 

zapłodnień, może też powodować polispermie [61]. Co istotne, inhibicja 

proteasomu nie zaburza samego początkowego wiązania plemników do osłonki, 

natomiast uniemożliwia ich penetrację przez ZP [61]. Modulowanie aktywności 

enzymów deubikwitynujących na plemniku może zaburzać mechanizmy bloku 

polispermii [63]. Proteasomy plemnikowe mogą więc odpowiadać za szybkie 

usuwanie lub modyfikację osłonki i błony oocytu po wniknięciu pierwszego 

plemnika, co zapobiega polispermii [61].  

 

 

1.6.4. Wpływ proteasomu plemnika na rozwój zarodka 

 

Zapłodnienie to nie tylko połączenie gamet lecz również przygotowanie 

zygoty do podziałów i rozwoju. Plemnik przekazuje do oocytu nie tylko DNA 

jądrowe, lecz także organella, takie jak centriola czy mitochondria, które następnie 

podlegają selekcji i są albo integrowane z cyklem komórkowym zygoty, albo 

kierowane do degradacji. Kluczowym elementem jest tu centriola wstawki 

plemnika - struktura odpowiedzialna za organizację pierwszego wrzeciona 

podziałowego (tzw. aster plemnikowy) w zygocie. Badania u ludzi i zwierząt 

wykazały, że uwolnienie centrioli z połączenia z witką i utworzenie astera zależy od 

aktywności proteasomów [60]. Farmakologiczna lub immunologiczna inhibicja 
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proteasomu powoduje zaburzenia formowania się astera co prowadzi do opóźnienia 

lub zatrzymania rozwoju przedjądrzy w zygotach bydlęcych i ludzkich [60]. 

Oznacza to, iż mimo wniknięcia plemnika do komórki jajowej nie dochodzi do 

połączenia genomów i podziału zygoty. Plemniki mężczyzn z teratozoospermią  

i defektami centrioli wykazują obniżoną aktywność proteasomów [60]. 

 Innym elementem wnoszonym przez plemnik do komórki jajowej są 

mitochondria zlokalizowane we wstawce. W większości gatunków, w tym  

u człowieka, zarodek dziedziczy mitochondria tylko po matce. Dzieje się to poprzez 

mechanizm eliminacji mitochondriów ojcowskich tuż po zapłodnieniu. Tu również 

zaangażowany jest system UPS. Mitochondria plemnikowe w zygocie ulegają 

ubikiwtyzacji przez co są kierowane do degradacji [63]. Inhibicja proteasomów 

zapobiega prawidłowej degradacji mitochondriów ojcowskich po zapłodnieniu [63]. 

Do całkowitego usunięcia mitochondriów plemnikowych niezbędna jest współpraca 

układu proteasomów i autofagii. W zygotach zaobserwowano rekrutację receptorów 

autofagicznych (np. białka p62/SQSTM1) do ubikwitynowanych mitochondriów 

ojcowskich oraz tworzenie wokół nich skupisk białkowych typowych dla procesów 

autofagii [63]. Eliminacja mitochondriów ojcowskich ma kluczowe znaczenie dla 

prawidłowego rozwoju zarodka, zapewnia wyłączność mitochondrialnego DNA 

matki i zapobiega potencjalnym konfliktom genetycznym czy dysfunkcjom 

metabolicznym [63].  

 

 

1.7. Molekularne aspekty jakości zarodków 

 

Jakość zarodków zależy od zespołu czynników molekularnych wniesionych 

przez oboje rodziców oraz przebieg zdarzeń zaraz po zapłodnieniu. Kluczowe 

znaczenie ma integralność DNA rodziców. Oocyty dysponują mechanizmami 

naprawy DNA plemnika jednak nadmierna fragmentacja lub aberracje chromatyny 

plemnika mogą przekraczać zdolności kompensacyjne zygoty. Zwiększone 
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uszkodzenie DNA plemnikowego niekorzystnie wpływa na rozwój zarodka już od 

pierwszych podziałów. Przy zarodkach uzyskanych z IVF udowodniono, że wysoki 

poziom fragmentacji DNA koreluje z gorszą jakością zarodków już w drugiej dobie 

rozwoju oraz częstszym zatrzymaniem się przed stadium blastocysty [66].  

U zarodków zapładnianych plemnikami ze znacznie uszkodzonym DNA obserwuje 

się obniżone wskaźniki prawidłowych zapłodnień, niższy odsetek dobrze 

rokujących zarodków, mniejszą liczbę blastocyst oraz zwiększony odsetek 

zarodków zatrzymanych w rozwoju w porównaniu z parami, u których DNA 

plemników wykazywało niższy stopień uszkodzeń [66]. 

Oprócz DNA plemnik wnosi do komórki jajowej również RNA i białka 

mogące wpływać na wczesny rozwój zarodka. Dzięki badaniom proteomicznym 

wykazano, że profil białkowy plemnika może korelować z jakością powstającego 

zarodka.  

W badaniach Jodar i wsp (2020) zidentyfikowali 18 białek plemnikowych których 

poziom istotnie korelował z jakością zarodków. Szczególnie nieprawidłowy poziom 

kompleksu chaperoniny CCT/TRiC w plemnikach korelował ze słabą jakością 

zarodków [64]. 

 

 

1.8. Morfologiczne aspekty jakości zarodków 

 

 Ocena morfologiczna zarodków stanowi podstawowe narzędzie embriologii 

klinicznej, służące ocenie potencjału implantacyjnego i rozwojowego. Istnieją 

kryteria oceny zarodków na każdym etapie rozwoju, od zygoty do blastocysty [65]. 

Około 16-18 godzin od zapłodnienia w zygocie ocenia się liczbę i morfologię 

przedjądrzy. Prawidłowo zapłodniona komórka jajowa powinna zawierać dwa 

(męskie i żeńskie) przedjądrza o podobnej wielkości, ułożone centralnie  

z wyraźnymi jąderkami. Obecność jednego bądź trzech przedjądrzy świadczy  
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o zaburzeniach w procesie zapłodnienia i świadczy o nieprawidłowym zapłodnieniu 

i wiąże się z niskim potencjałem rozwojowym. 

 W 2 i 3 dniu rozwoju ocenianymi kryteriami jakości są: liczba blastomerów 

adekwatna do czasu rozwoju (np. 4 komórki w drugiej dobie, 8 komórek w trzeciej 

dobie), jednolita wielkość blastomerów, stopień fragmentacji cytoplazmy oraz 

obecność symetrii podziałów. Zarodki najwyższej jakości wykazują pełną lub 

niemal pełną równomierność blastomerów i niski stopień fragmentacji (poniżej 

10%). 

 Gdy zarodek w piątej dobie osiąga stadium blastocysty ocenie podlega 

stopień ekspansji jamy blastocysty oraz morfologia węzła zarodkowego (ICM)  

i trofoektodermy. Blastocysty najwyższej jakości posiadają zwarty, 

wielokomórkowy węzeł zarodkowy i jednolitą trofoektodermę zbudowaną  

z licznych, jednolitych komórek. Systemy punktacji takie jak skala Gardnera dla 

blastocyst są powszechnie stosowane i wykazano ich związek z potencjałem 

implantacyjnym, choć sama morfologia może nie wystarczyć do oceny potencjału 

rozwojowego [65].  

 

 

1.9. Znaczenie proteolizy w rozwoju zarodków 

 

 Proteoliza zależna od układu ubiquitin–proteasom (UPS) odgrywa kluczową 

rolę we wczesnym rozwoju zarodkowym. System UPS uczestniczy we wszystkich 

etapach rozrodu, od gametogenezy po implantację. Zapewnia on selektywną 

degradację białek, co warunkuje prawidłowe tempo podziałów komórkowych, 

eliminację uszkodzonych lub zbędnych elementów gamet oraz utrzymanie 

homeostazy we wczesnych komórkach zarodka [67].  
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1.9.1. Degradacja białek matczynych i regulacja cyklu 

komórkowego zarodka 

 

 Zarodki ssaków we wczesnych etapach rozwijają się w oparciu o matczyne 

mRNA i białka komórki jajowej. Prawidłowe przejście z genomu matczynego na 

własny, zarodkowy, czyli przejście matczyno-zygotyczne (MZT) wymaga usunięcia 

wielu białek matczynych poprzez proteolizę. Degradacja tych białek jest niezbędna 

do aktywacji genomu zygoty (ZGA) i dalszego rozwoju. W eksperymentach 

wykazano, że inhibicja aktywności proteasomu we wczesnym zarodku prowadzi do 

opóźnienia inicjacji transkrypcji zygotycznej i zaburzeń rozwoju zarodka [68]. 

 Ważnym elementem MTZ i kolejnych podziałów jest kontrola cyklu 

komórkowego przez układ UPS. Tuż po zapłodnieniu w oocycie UPS pośredniczy  

w zakończeniu podziału mejotycznego (metafazy II) – następuje ubikwitynacja  

i degradacja wybranych białek utrzymujących tzw. czynnik cytostatyczny (CSF), 

m.in. EMI1, a także degradacja cykliny B, kluczowego składnika czynnika 

promującego fazę M (MPF). Proteoliza cykliny B umożliwia zahamowanej 

komórce jajowej dokończenie mejozy (ekspulsję drugiego ciałka kierunkowego)  

i wejście w interfazę zygoty [67]. W dalszych cyklach komórkowych kompleks 

anafazowy (APC/C) znakując ubikwityną cykliny i sekuryny zapewnia ich 

degradację w proteasomie, co warunkuje prawidłową segregację chromosomów  

i przejście z metafazy do anafazy w kolejnych podziałach blastomerów [67]. 
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1.9.2. Kontrola jakości blastomerów – degradacja wybranych białek 

regulatorowych 

 

 W intensywnie dzielącym się zarodku utrzymanie prawidłowej jakości 

blastomerów ma zasadnicze znaczenie. Zdenaturowane lub uszkodzone białka są 

usuwane przez proteasom co zapobiega tworzeniu się toksycznych agregatów.  

W warunkach stresu oksydacyjnego reaktywne formy tlenu (ROS - Reactive 

Oxygen Species) może aktywować p53 co prowadzi do apoptozy. Sprawnie 

działający system UPS degraduje nadmiar p53 chroniąc blastomery przed 

zatrzymaniem w rozwoju. Regulacja p53 odbywa się przez ligazy MDM2 i MDM4, 

które oznakowują p53 ubikwityną, kierując je na degradację. Myszy pozbawione 

Mdm2 obumierają na etapie blastocysty wskutek niekontrolowanej aktywności p53 

[70]. 

 

1.9.3. Przygotowanie zarodka do implantacji – rola proteasomu w 

aktywacji trofektodermy 

 

 Ostatni etap rozwoju przedimplantacyjnego to formowanie blastocysty  

i różnicowanie jej komórek na ICM oraz trofektodermę (TE). W szlaku Hippo–YAP 

proteasomalna degradacja ufosforylowanego YAP w komórkach wewnętrznych 

zapobiega ekspresji genów TE, natomiast w komórkach zewnętrznych YAP nie 

ulega degradacji i wspólnie z TEAD4 inicjuje transkrypcję genów 

trofoblastycznych (np. CDX2) [71]. 

Przy implantacji komórki TE aktywują produkcję metaloproteinaz 

macierzowych MMP-2 i MMP-9, rozkładających macierz endometrium. Badania na 

myszach wykazały, że zahamowanie proteasomu obniża ekspresję MMP-2 i MMP-

9i prowadzi do zmniejszenia odsetka implantacji zarodków co może mieć znaczenie 

również w embriologii człowieka [69]. 
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1.10. Immunoproteasomy w nasieniu a procesy rozrodcze 

 

 Immunoproteasomy to wyspecjalizowane formy proteasomów – 

komórkowych kompleksów proteolitycznych odpowiedzialnych za degradację 

białek oznaczonych ubikwityną. Standardowy proteasom 20S składa się  

z katalitycznych podjednostek β1, β2 i β5, natomiast w immunoproteasomie są one 

zastąpione indukowalnymi podjednostkami β1i (LMP2), β2i (MECL-1) i β5i 

(LMP7)[10]. Do powstania immunoproteasomów dochodzi najczęściej pod 

wpływem cytokin prozapalnych (np. interferonu-γ), które indukują ekspresję genów 

tych podjednostek. Immunoproteasomy charakteryzują się zmienioną 

specyficznością cięcia peptydów – w porównaniu do proteasomu konstytutywnego 

sprzyjają generowaniu peptydów z hydrofobowym C-końcem, co usprawnia 

prezentację antygenów w kontekście MHC klasy I[10]. Choć początkowo uważano 

je głównie za element odporności, obecne dowody wskazują, że 

immunoproteasomy pełnią szersze funkcje w utrzymaniu homeostazy białek 

(proteostazy), zwłaszcza pod wpływem stresu oksydacyjnego [72]. 

 Immunoproteasomy, poprzez indukowalne podjednostki (LMP2, MECL-1, 

LMP7), modyfikują aktywność proteasomu i pełnią kluczowe funkcje w gametach 

męskich oraz wczesnym rozwoju zarodka. Udział immunoproteasomów obejmuje 

kontrolę jakości plemników, kapacytację, penetrację ZP, reorganizację 

komponentów ojcowskich w zygocie, a także wspomaganie proteostazy  

i immunotolerancji matczynej, co łącznie zwiększa 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) 

została wprowadzona pod koniec lat 80 XX w. w odpowiedzi na niską 

powtarzalność ręcznej oceny ruchliwości plemników. Szóste wydanie WHO 

Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen (2021) 

wskazuje CASA jako narzędzie referencyjne do pomiaru ruchliwości progresywnej 

i koncentracji, pod warunkiem ścisłej kalibracji i kontroli jakości [6]. Podkreślono 

konieczność standaryzacji parametrów analizy, aby zapewnić porównywalność 

wyników między laboratoriami [73].  

HOBSON Sperm Tracker (HST) jest zaawansowanym systemem 

komputerowej analizy nasienia typu CASA, opracowanym w połowie lat 90  

w Wielkiej Brytanii [74]. System składa się z odwróconego mikroskopu optycznego 

z kontrastem fazowym i termostatowanym stolikiem (37°C), wysokoczułej kamery 

wideo połączonej z mikroskopem oraz komputera z oprogramowaniem do analizy 

obrazu. Przykładowo, w konfiguracji HST wykorzystywano mikroskop Olympus 

BH-2  

z podgrzewanym stolikiem oraz kamerę Sony DXC-101P [75]. Kamera rejestruje 

obraz pola widzenia preparatu w czasie rzeczywistym i przekazuje go do 

komputera, gdzie odbywa się automatyczna detekcja oraz śledzenie ruchu 

plemników [75]. 

HST wykorzystuje unikatową technologię równoczesnego rozdziału obrazu 

(SIS – Simultaneous Image Separation), która umożliwia skuteczną analizę 

poruszających się plemników w czasie rzeczywistym [3]. Obraz z mikroskopu jest 

cyfrowo filtrowany, aby wykryć główki plemników, przypisać im identyfikatory  

i śledzić ich pozycje w kolejnych klatkach wideo. Algorytm działa w trybie 

ciągłym, dzięki czemu każdy plemnik może być śledzony tak długo, jak pozostaje 

w polu widzenia, co znacząco zwiększa precyzję pomiarów [76]. 
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Sercem systemu jest komputer PC z dedykowaną kartą przechwytującą 

obraz. HST pracuje typowo z częstotliwością 25–50 kl./s, co zapewnia odpowiednią 

rozdzielczość czasową do analizy szybkich ruchów plemników [77]. W praktyce 

zastosowanie akwizycji 50 Hz pozwala w ciągu sekundy zebrać 50 punktów 

trajektorii dla każdego plemnika [77]. Kluczowe ustawienia (promień poszukiwań, 

minimalna liczba klatek na tor) podlegają kalibracji – np. dla nasienia baraniego 

optymalny promień to ok. 15 µm, a minimalna długość toru 22–26 klatek [76]. 

Nieprawidłowy dobór tych parametrów może prowadzić do utraty szybkich 

plemników lub błędnego łączenia torów [76]. Oprogramowanie na bieżąco 

prezentuje parametry ruchu w formie liczbowej i graficznej; na obraz 

mikroskopowy nakładane są kolorowe trajektorie śledzonych plemników, co 

ułatwia weryfikację poprawności analizy [75]. 

 

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

Tracker. (dzięki uprzejmości dr n. biol. Piotra Sieczyńskiego) 

W diagnostyce niepłodności męskiej HST umożliwia precyzyjny pomiar 

koncentracji, odsetka plemników ruchliwych i szczegółowych parametrów 

kinematycznych, ułatwiając monitorowanie zmian jakości nasienia po leczeniu lub 

zmianach stylu życia [78]. System rejestruje też subtelne zmiany w rozkładzie 
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subpopulacji plemników pod wpływem czynników środowiskowych czy 

toksycznych [78]. System ocenia parametry: 

• % plemników aktywnych – wartość mierzona na podstawie liczby 

ruchliwych plemników w polu analiz i dzielona przez całkowitą liczbę plemników 

zliczonych przez system HST, a następnie mnożona przez 100, aby wyrazić wartość 

procentową. Jest wyświetlana dla każdego śladu (track). 

• średnia prędkość plemnika – average path velocity (VAP) – prędkość 

obliczana na podstawie wygładzonej drogi plemników uzyskanej poprzez 

uśrednienie maksymalnych zakrzywień trajektorii bez uwzględnienia ruchu główki. 

Odpowiada rzeczywistej progresji plemnika w czasie. Wyniki wyrażono w µm/sek. 

• całkowita prędkość plemnika – curvilinear velocity (VCL) – prędkość 

obliczana na podstawie sumowania kolejnych odcinków drogi plemnika  

z uwzględnieniem bocznych wychyleń główki plemnika i dzielona przez czas 

trwania obserwacji. Wartość jest wyrażona w µm/sek. i odpowiada rzeczywistej 

drodze, jaką pokonuje plemnik w czasie. Poniżej 10 µm/sek. plemniki są 

klasyfikowane jako nieruchome. 

• prostoliniowość ruchu plemnika – straight line velocity (VSL) – odległość 

pomiędzy pierwszą i ostatnią pozycją plemnika w śladzie (track) dzielona przez 

czas, w którym został zarejestrowany. Wartość podawana w µm/sek. dla każdego 

zaakceptowanego śladu. 

• średnia kątowa zmiana kierunku – mean angular displacement (MAD)  

– średnia wartość kątowa zmian kierunku ruchu plemnika rejestrowana w kolejnych 

obrazach (zmiana kątowa przy ruchu plemnika po trajektorii pomiędzy dwiema 

klatkami obrazu). Jest mierzona w stopniach i wyrażana jako średnia wartość dla 

każdego zaakceptowanego śladu. 

• amplituda bocznych wychyleń główki – amplitude of lateral head 

displacement (ALH) – główne, zmieniające się ruchy boczne główki plemnika  

w mikronach. Wartość jest podawana jako średnie (nie maksymalne) odchylenie 

rzeczywistej drogi od wygładzonej trajektorii.  
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• częstotliwość zmian pracy witki – beat cross frequency (BCF) – 

częstotliwość zmian charakterystyki ruchu na rzeczywistej drodze w czasie, 

wyrażona w Hertzach (cykle/sek.).  

Drugorzędowe parametry wyznaczników jakości nasienia uzyskane  

z przekształcenia danych pierwszorzędowych: 

• liniowość – linearity (LIN) – wartość pomiędzy pierwszą i ostatnią pozycją 

plemnika w śladzie – „odległość minimalna” (VSL) dzielona przez sumę 

wszystkich odcinków śladu z uwzględnieniem bocznych wychyleń główki plemnika 

– „odległość całkowita” (VCL). Stosunek jest mnożony przez 100 i wyrażony jako 

% dla każdego zaakceptowanego śladu. 

• kierunkowość – straightness (STR) – wartość wyrażona w % pomiędzy 

pierwszą i ostatnią pozycją plemnika w śladzie – „odległość minimalna” (VSL) 

dzielona przez odległość wygładzonej trajektorii bez uwzględnienia ruchu główki 

plemnika (VAP) i mnożona przez 100. 

• miara ruchliwości plemników w próbce – momentum (MOM) – średnia 

prędkość całej populacji plemników w przeliczeniu na ml nasienia w oparciu o czas 

analizy próbki, np.: 750 m/s odpowiada koncentracji 30 mln/ml plemników 

poruszających się z prędkością 25 µm/sek. 

 Po procedurach przygotowania nasienia (swim-up, gradienty) analiza CASA 

potwierdza skuteczność selekcji – wyizolowane plemniki wykazują wyższą 

prędkość liniową i bardziej prostoliniowy tor ruchu [77]. HST umożliwia 

identyfikację plemników hiperaktywowanych, co ma znaczenie dla zdolności 

penetracji osłonki oocytu; system był też wykorzystany w technice komputerowo 

wspomaganego wyboru pojedynczych plemników hiperaktywowanych (CISS) [75]. 
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System Producent Kluczowe cechy Zastosowania 

główne 

IVOS II / CEROS 

II 

Hamilton Thorne 60–200 fps, 

detekcja 

hyperaktywacji, 

moduł morfologii 

strict-Kruger 

Kliniki IVF, 

toksykologia 

farmaceutyczna 

Sperm Class 

Analyzer (SCA) 

Microptic Analiza morfologii 

barwnej, testy 

fluorescencyjne 

Kliniczna 

andrologia, 

badania 

weterynaryjne 

AndroVision® / 

AndroScope 

Minitüb Ekran dotykowy, 

automatyczna baza 

danych, komora 

eFlow do liczenia 

koncentracji 

Produkcja nasienia 

knurów/bydła [8] 

ImageJ CASA 

(open‑source) 

Wilson‑Leedy & 

Ingermann 

Makro do ImageJ, 

niski koszt, pełna 

edytowalność 

skryptów 

Ichtiologia, 

dydaktyka 

akademicka 

YO™ Home 

Sperm Test 

Medical Electronic 

Systems 

Matryca optyczna 

w module telefonu, 

AI w chmurze 

Samo‑screening 

domowy 

Tabela 3. Wiodące systemy CASA. 
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1.12. Morfokinetyka w systemie EmbryoScope 

 

 System EmbryoScope (Vitrolife) to zintegrowany inkubator z wbudowanym 

mikroskopem i kamerą cyfrową, umożliwiający wykonywanie obrazów 

hodowanych zarodków co kilka minut (zwykle co 10 minut) bez wyjmowania ich 

na zewnątrz [79]. Umożliwia to ciągłą rejestrację rozwoju poszczególnych 

zarodków w postaci filmu poklatkowego. Dołączone oprogramowanie korzystając  

z algorytmów opartych na tysiącach cykli IVF analizuje obrazy z EmbryoScope  

i automatyczne ocenia rozwój zarodka i jego szanse na implantację. Dodatkowo 

algorytmy sztucznej inteligencji AI mogą analizować całe filmy z rozwoju zarodka  

i wystawiać mu obiektywną ocenę [79]. W praktyce system pozwala na 

bezinwazyjną hodowlę przy stałych, stabilnych warunkach (temperatura, pH itp.) 

oraz na bieżącą ocenę morfokinetyki co umożliwia stabilne warunki hodowli oraz 

szczegółową analizę dynamiki rozwoju zarodka [79]. 

 Analiza morfokinetyczna opiera się na pomiarze czasów kolejnych 

podziałów zarodka. Do podstawowych parametrów należą m.in.: t2, t3, t5 – czasy 

dojścia odpowiednio do stadium 2-, 3- i 5-komórkowego; cc2 – długość drugiego 

cyklu komórkowego (tj. czas trwania podziału z 2 na 3 komórki, obliczany jako  

t3–t2); s2 – synchronizacja drugiego cyklu komórkowego (czas od stadium  

3-komórkowego do 4-komórkowego, tj. t4–t3) [79]. Parametry te opisują dynamikę 

podziałów zarodka i są postrzegane jako prognostyczne wskaźniki jakości jego 

rozwoju. 

 Wielu badaczy podkreśla związek morfokinetyki z potencjałem 

implantacyjnym. W retrospektywnym badaniu Basile i wsp. (2015) wykazali, że 

kluczowymi markerami skorelowanymi z implantacją są przede wszystkim t3 

(zakres optymalny ~34–40 h), cc2 (~9–12 h) oraz t5 (~45–55 h) [81]. Na tej 

podstawie został opracowany algorytm, który klasyfikuje zarodki A-E wg. 

prawdopodobieństwa implantacji. Zarodki z klasy A charakteryzują się najwyższym 

współczynnikiem implantacji, a w dalszych kategoriach ten poziom spada [81]. 

Jiang i wsp (2024) wykazali, że zarodki rozwijające się szybciej prowadzą do 
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wysokiej jakości blastocyst. Ich czasy t2, t4, t6–t9 są krótsze w porównaniu do 

zarodków niższej jakości, przy czym zaobserwowano też, że cc2 był u nich istotnie 

wydłużony [82]. Oznacza to, że zarówno przyspieszone jak i opóźnione podziały w 

określonych stadiach mogą być związane z gorszymi rokowaniami, a „optymalne” 

zakresy kinetyczne dają większe prawdopodobieństwo prawidłowego rozwoju 

zarodka. 

 W kontrolowanych badaniach klinicznych wykazano, że selekcja zarodków  

z wykorzystaniem systemu EmbryoScope prowadzi do uzyskania większej liczby 

ciąż. Meseguer i wsp. (2014) przeprowadzili randomizowane badanie, w którym 

jedną grupę zarodków hodowali w inkubatorze time-lapse, a drugą w standardowym 

inkubatorze. Pierwsza grupa miała istotnie statystycznie więcej ciąż klinicznych – 

51,4% vs. 41,7% – oraz wyższy wskaźnik implantacji (44,9% vs. 37,1%) [80]. 

Meta-analiza randomizowanych badań (Magdi i wsp. 2019) objęła 2057 pacjentek  

i wykazała, że wybór zarodków na podstawie morfokinetyki nieznacznie 

poprawiała wskaźniki urodzeń żywych w porównaniu z rutynową oceną [83].  
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2. Cele pracy 

Głównym celem tej pracy było wykazanie związku między aktywnością 

proteasomów w plemnikach a skutecznością zapłodnienia komórek jajowych, 

rozwojem morfokinetycznym zarodków i uzyskaniem ciąży w procedurze IVF. 

Cele szczegółowe: 

1. Ocena zależności pomiędzy aktywnością proteasomów a parametrami ruchu 

plemników ocenianymi metodą CASA (VSL, VAP, MAD, ALH, VCL, BCF, 

MOM, LIN, STR, procACTIVE, procHYPER). 

2. Analiza różnic w parametrach ruchu plemników pomiędzy grupami o niskiej 

i wysokiej aktywności proteasomów. 

3. Ocena związku pomiędzy aktywnością proteasomów, a morfokinetyką 

rozwoju zarodków. 

4. Analiza zależności pomiędzy aktywnością proteasomów, a uzyskaniem ciąży 

biochemicznej, klinicznej oraz ryzykiem poronienia. 

5. Próba opracowania modelu predykcyjnego, uwzględniającego aktywność 

proteasomów jako potencjalnego predyktora uzyskania ciąży. 
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3. Materiały i metody 

 

Badania zostały przeprowadzone w Centrum Leczenia Niepłodności 

KRIOBANK w Białymstoku oraz w Zakładzie Biologii Wydziału 

Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku. Projekt uzyskał 

zgodę Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku (uchwała nr  

R-I-002/412/2018) 

 

3.1 Sprzęt i odczynniki 

 

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano podane poniżej odczynniki 

laboratoryjne oraz media. Wszystkie substancje zostały dobrane zgodnie  

z wymaganiami metodycznymi, tak aby zapewnić wiarygodność oraz 

powtarzalność wyników. Odczynniki stosowano zgodnie z zaleceniami 

producentów oraz z zachowaniem odpowiednich warunków przechowywania (2-

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

 

• Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metylokumaryna (AMC); roztwór 

wyjściowy 100 mmol/l w 100% (dimetylosulfotlenk) DMSO firmy Sigma, USA 

• Albumina wołowa, 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 próbek 

 

Próbki nasienia zostały pozyskane od pacjentów w trakcie procedury IVF-

ET. Po pobraniu komórek jajowych podczas punkcji przezpochwowej jajników, 

partnerzy oddawali nasienie w specjalnie do tego przygotowanym pomieszczeniu 

przy laboratorium. Ejakulat pozyskiwany był drogą masturbacji przy zachowaniu  

3-5 dniowej wstrzemięźliwości seksualnej. Przed preparatyką ejakulatów do 

zapłodnienia pobranych komórek jajowych 0,25 ml nasienia badano i mrożono  

w celu późniejszego oznaczana aktywności proteasomów. Pacjentów włączano do 

badania w Centrum Leczenia Niepłodności KRIOBANK w Białymstoku po 

poinformowaniu ich o celu i założeniach badania oraz po uzyskaniu świadomej 

zgody na piśmie.  

Po oddaniu nasienie pozostawione było przez 30-60 min. na płycie 

grzewczej o temperaturze 37℃ w celu upłynnienia. Po tym czasie oceniano: 

1. Objętość – przy pomocy miarowej, jednorazowej pipety Pasteura 

2. Kolor – jako prawidłowy (nieprzeźroczysty, mleczno-szary, szaro-

opalizujący), lub nieprawidłowy (przeźroczysty, żółtawy, brunatny, 

brunatno-czerwony) 

3. pH – za pomocą paska wskaźnikowego o zakresie 6,5-10, Moczono 

końcówkę w upłynnionym ejakulacie przez 1-3 sekundy i porównywano 

ze skalą znajdującą się na pudełku z paskami wskaźnikowymi. 
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4. Lepkość – oznaczano poprzez obserwację długości nitki tworzącej się 

przy wypływaniu nasienia kroplami z pipety. Lepkość oznaczano za 

pomocą czterostopniowej skali (-, +, ++, +++) 

Ilość i aktywność plemników w nasieniu była oznaczana w systemie Hobson 

Sperm Tracker (HST – Sence & Vision Electronic System Ltd. Sheffield, UK). 

System rejestrował obraz w czasie rzeczywistym, a zapis cyfrowym umożliwiał 

analizę trajektorii plemników (fot 1.) 10 µl nasienia umieszczano na szkiełku 

podstawowym i nakrywano szkiełkiem nakrywkowym, preparat umieszczano pod 

mikroskopem i oceniano pod obiektywem x40. 

Ocenę ruchliwości plemników przeprowadzono metodą subiektywną, 

wykorzystując obserwację mikroskopową. Plemniki klasyfikowano do jednej  

z czterech kategorii, zgodnie z ich sposobem poruszania się, według poniższych 

kryteriów: 

 A – ruch szybki, prostoliniowy (postępowy szybki): 

Plemniki poruszające się energicznie do przodu po linii prostej lub lekko 

zakrzywionej, z dużą prędkością (>25 µm/s). Uznawane za najbardziej zdolne do 

zapłodnienia. 

 B – ruch wolny, prostoliniowy (postępowy wolny): 

Plemniki poruszające się do przodu, lecz wolniej lub mniej liniowo niż  

w kategorii A (prędkość 5–25 µm/s), z bardziej krętą trajektorią ruchu. 

 C – ruch nieprostoliniowy (niepostępowy): 

Plemniki wykazujące aktywność ruchową (np. ruchy ogonka lub w miejscu), 

jednak bez rzeczywistego przesuwania się do przodu. Ruch jest chaotyczny lub 

oscylacyjny. 

 D – brak ruchu (nieruchome): 

Plemniki całkowicie nieruchome, bez oznak aktywności witki. 
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 Aglutynację – w skali (- brak aglutynacji, + 10-20 plemników tworzących 

skupiska, ++ >50 plemników tworzących skupiska, +++ wszystkie plemniki 

tworzą skupiska 

 

Za pomocą analizatora HST oceniano: 

1. Koncentrację plemników w 1 ml 

2. Odsetek plemników aktywnych 

3. Średnią prędkość plemników – average path velocity (VAP) 

4. Całkowitą prędkość plemników – curvilinear velocity (VCL) 

5. Prostoliniowość ruchu plemników – straight line velocity (VSL) 

6. Średnią kątową zmianę kierunku – mean angular displacement (MAD) 

7. Amplitudę bocznych wychyleń główki – amplitude of lateral head 

displacement (ALH) 

8. Częstotliwość zmian pracy witki – beat cross frequency (BCF) 

9. Liniowość – linearity (LIN) 

10. Kierunkowość – straightness (STR) 

11. Miarę ruchliwości plemników w próbce – momentum (MOM) 

 

Dla parametrów nasienia oraz proteasomów wyznaczono parametry 

mówiące, czy dana wartość parametru przekracza – czy też nie – wartość 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 słomkę kriogeniczną, umieszczano 

na 20 min. w parach ciekłego azotu, a następnie przenoszono do kontenera  

z ciekłym azotem (-196℃) w celu późniejszego oznaczania aktywności 

proteasomów w badanym materiale. 

 

 

3.4 Hodowla i obserwacja zarodków w Embrioscope 

 

 W badaniu oceniano 480 zarodków uzyskanych od  103 pacjentek leczących 

się z powodu niepłodności w Klinice Leczenia Niepłodności KRIOBANK  

w Białymstoku. Do analizy zarodków wykorzystywano time-lapse Embryoscope 

firmy VitroLife. Wszystkie zarodki utworzone zostały w procedurze ICSI. Po 

zapłodnieniu 480 komórek jajowych uzyskano 364 zygoty wykazujące po 24 

godzinach dwa przedjądrza. 222 zarodki dojrzały do stadium blastocysty i były 

transferowane bądź mrożone. Ciąże biochemiczną uzyskano w 54 przypadkach. 

 Płytka do Embryoskopu składa się z 12 zagłębień do których dodawane jest 

 20 µl podłoża do hodowli Quinn`s Advantage Protein Plus Cleavage Medium 

(SAGE, USA). Wszystkie dołki są pokryte olejem mineralnym w celu ograniczenia 

parowania. Zarodki były umieszczane po jednym w każdym zagłębieniu  

i hodowane w Embryoscopie. Warunki hodowli były stałe tj. 37℃, 5,0% CO2, 5,0% 

O2. Zdjęcia każdego zarodka były wykonywane co 7 min., w pięciu płaszczyznach 

w celu oceny morfologii. Daje to kilkaset zdjęć w ciągu 5 dni co umożliwia 

odtworzenie filmu poklatkowego. 

 Dla każdego zarodka wyznaczanie były parametry morfokinetyczne (tPB2, 

tPNa, tPNf, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9, tSC, tM, tSB, tB) od pojawienia się drugiego 

ciałka kierunkowego (tPB2), poprzez pojawienie się i zanik przedjądrzy (tPNa, 
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tPNf), kolejne podziały blastomerów (t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9, tSC), moruli (tM), 

do stadium blastocysty (tSB, tB). Nie we wszystkich zarodkach wszystkie 

parametry zostały ocenione.  

Ponieważ prawidłowe wartości parametrów morfokinetycznych nie powinny 

być skrajnie duże, ani skrajnie niskie [87] przyjęto, że optymalne wartości 

parametrów powinny być bliskie medianie, jako wartości przeciętnej. Dlatego 

wyznaczono mediany czasów podziału dla każdego parametru [Tabela 4]. Następnie 

dla każdego parametru wyznaczono jego odległość od mediany (t2med, t3med itd.), 

jako wskaźnik odległości od wartości optymalnej. 

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 czasów podziału dla parametrów morfokinetycznych. 

 

 

3.5 Badanie aktywności proteasomów w plemnikach 

 

Badanie aktywności proteasomów w plemnikach obejmowało oznaczenie 

stężenia białka metodą Bradforda, na aparacie firmy Bio-Rad oraz pomiar 

aktywności enzymatycznej proteasomów z wykorzystaniem syntetycznego 

substratu fluorogenicznego Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC.  
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3.5.1 Oznaczanie stężenia białka metodą Bradforda 

 

W próbkach lizatów plemników stężenie białka oznaczano 

spektrofotometrycznie z wykorzystaniem odczynnika Bio-Rad Protein Assay, 

zgodnie z zaleceniami producenta. 

Odczynnik rozcieńczano w stosunku 1:4 (1 objętość odczynnika na 4 

objętości wody demineralizowanej). Do 50 μl próbki dodawano 2,5 ml 

rozcieńczonego odczynnika. Po 5 minutach inkubacji, 100 μl mieszaniny 

przenoszono do kuwety i mierzono absorbancję przy długości fali 595 nm w 

biofotometrze (kalibracja zapisano automatycznie w urządzeniu). 

Wartości absorbancji powinny mieścić się w zakresie 0,2–0,7. W przypadku 

przekroczenia zakresu – próbkę należało odpowiednio rozcieńczyć i powtórzyć 

pomiar, uwzględniając współczynnik rozcieńczenia. 

 

 

3.5.2 Oznaczanie stężenia białka metodą microBradford 

 

Dla mniejszych objętości zastosowano procedurę microBradford. Do 80 μl 

rozcieńczonej próbki dodawano 20 μl nierozcieńczonego odczynnika. Po 5 

minutach inkubacji przenoszono 70 μl mieszaniny do kuwety i dokonywano 

pomiaru absorbancji. Stężenie białka było obliczane automatycznie na podstawie 

zapisanej krzywej kalibracyjnej. Wprowadzano dane o stopniu rozcieńczenia 

próbki. 

 

 

 

 



50 

 

3.5.3 Oznaczanie aktywności proteasomów w lizacie plemników  

 

Pomiar aktywności proteasomów przeprowadzono w lizacie plemników 

wykorzystując substrat fluorogeniczny Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-

metylokumaryna (AMC). Aktywność enzymatyczna była oceniana na podstawie 

ilości wolnej AMC uwolnionej w wyniku hydrolizy substratu przez kompleksy 

proteasomalne metodą fluorescencyjną. Każda z prób oznaczana była na dwa 

sposoby. W pierwszym dodawano 35 µl lizatu plemników standaryzowanego na 15 

mln/ml, w drugim ilość lizatu była zależna od stężenia białka która miała wynosić 

0,02 mg na próbę. 

Do pomiaru aktywności enzymatycznej zastosowano bufor reakcyjny oparty 

na 100 mM roztworze Tris/HCl o pH 7,5, zawierający 1 mM EGTA oraz 1 mM 

EDTA w celu chelatowania jonów dwuwartościowych, w szczególności Ca²⁺  

i Mg²⁺, mogących wpływać na stabilność oraz aktywność proteasomów. Bufor 

przygotowywano każdorazowo bezpośrednio przed rozpoczęciem oznaczeń. 

Odpowiednie ilości Tris, EDTA oraz EGTA rozpuszczano w wodzie destylowanej, 

regulowano pH roztworu do wartości 7,5 przy użyciu 0,1 M HCl, a następnie 

uzupełniano wodą destylowaną do odpowiedniej objętości. 

Substrat fluorogeniczny Suc-LLVY-AMC rozpuszczano w dimetylosulfotlenku 

(DMSO) w celu uzyskania roztworu wyjściowego o stężeniu 50 mmol/l. Otrzymany 

roztwór porcjowano i przechowywano w małych objętościach w celu uniknięcia 

wielokrotnego rozmrażania. Bezpośrednio przed oznaczeniem przygotowywano 

roztwór o stężeniu 1 mmol/l poprzez odpowiednie rozcieńczenie roztworu z DMSO  

i wodą demineralizowaną. Z roztworu 1 mM sporządzano roztwory robocze 

substratu, różniące się stężeniem w zależności od analizowanego materiału. Dla 

lizatów plemników stosowano substrat o stężeniu 250 μM, co odpowiadało 

końcowemu stężeniu 50 μM w mieszaninie reakcyjnej. 

Oznaczanie aktywności proteasomów w lizatach plemników prowadzono 

bezpośrednio na płytkach titracyjnych. Każdą próbkę analizowano w dwóch 

wariantach obejmujących próbę badaną oraz próbę kontrolną bez dodatku substratu. 
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Dodatkowo na pytce umieszczano próbę tła substratu oraz próbę ślepą (blank). 

Mieszaniny reakcyjne przygotowywano bezpośrednio na płytce, zachowując stałą 

kolejność dodawania składników: bufor reakcyjny, materiał badany oraz substrat. 

Po dokładnym wymieszaniu próbki inkubowano przez 30 minut w temperaturze 

37°C w celu zajścia reakcji enzymatycznej. 

 

Po zakończeniu inkubacji, fluorescencję mierzono w czytniku Optima 

FluoroStar, przy długościach fali wzbudzenia i emisji odpowiednio 355/460 nm. 

Wyniki uzyskane dla każdej próbki były przeliczane na ilość moli uwolnionej 

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

[AMC] (nM) Intensywność 

fluorescencji 

Stężenie (µM) 

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. Wartości krzywej kalibracyjnej do aparatu Optima FluoroStar. 

 

Rycina 3. Krzywa kalibracyjna do wyliczania stężenia uwolnionej AMC dla aparatu 
Optima FluoroStar. 

y = 9,5094x + 1,8857 

0

500

1000

1500

2000

2500

0 50 100 150 200 250 300

E
x
/E

m
 

AMC, pmole 



52 

 

Na podstawie krzywej standardowej określano fluorescencyjną aktywność 

proteasomów w każdej próbce, wyrażając wyniki jako wartość końcową aktywności 

enzymatycznej znormalizowaną względem stężenia białka. 

 

 

 3.5.4 Oznaczanie aktywności proteasomów w lizacie plemników bez lub w 

obecności inhibitorów (bortezomib lub ONX 0914). 

 

W celu weryfikacji, że aktywność chemotrypsyn-like pochodzi z 

proteasomów obecnych w lizatcie plemników, przeprowadzono badania aktywności 

enzymatycznej 11 losowych próbek w warunkach kontrolnych oraz w obecności 

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

podjednostki β5i immunoproteasomu). 

 Aktywność oznaczano fluorometrycznie, wykorzystując substrat Suc-Leu-

Leu-Val-Tyr-AMC w końcowym stężeniu 50 μM, w buforze reakcyjnym o pH 7,5. 

Każda próbka lizatu zawierała 20 μg białka (określonego wcześniej metodą 

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

obecności lub braku inhibitora. Zarówno bortezomib, jak i ONX 0914 stosowano w 

stężeniu 1 μM.  

 

 

 

 

 

 

 Tabela 6. Aktywność proteasomów w lizacie nasienia bez i z inhibitorami - 
bortezomib, ONX 0914. 

 

Aktywność proteasomów, U/mg białka 

 

Próby bez inhibitora bortezomib ONX 

I.12/L19 

I.19/19L 

I.39/19L 

I.67/19L 

I.24/19L 

I.49/19L 

I.57/19L 

I.31/19L 

I.45/19L 

I.75/19L 

220 

322 

185 

39 

163 

134 

18 

505 

99 

102 

7 

13 

0 

22 

8 

5 

2 

20 

6 

8 

111 

142 

85 

41 

56 

72 

14 

278 

52 

47 
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3.6 Analiza statystyczna 

 

Ze względu na brak normalności rozkładu analizowanych zmiennych 

ilościowych zastosowano testy nieparametryczne. Test Chi-kwadrat Pearsona został 

użyty do badania zależności między dwiema zmiennymi nominalnymi. Do 

porównań między dwiema niezależnymi grupami wykorzystano nieparametryczny 

test U Manna-Whitneya. Wyznaczono współczynnik korelacji rang Spearmana do 

określenia związku między dwiema zmiennymi numerycznymi lub porządkowymi. 

Przeprowadzono także jednoczynnikową i wieloczynnikową analizę regresji 

logistycznej. Wyniki, dla których p<0,05 uznano za istotne statystycznie. 

Wykorzystano pakiety Statistica 13.3 i Stata 18.0. 
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4. Wyniki 

 

Stwierdzono istotną statystycznie (p=0,0002) słabą korelację ujemną (R=-

0,18) pomiędzy aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml,  

a liniowością ruchu plemników. Wzrost aktywności proteasomów wiązał się ze 

spadkiem wartości parametru określającego liniowość ruchu plemników. Wykres 

rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 4.  
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Rycina 4.Wykres rozrzutu liniowości ruchu plemników (LIN), względem aktywności 
proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p<0,0001) słabą korelację dodatnią 

(R=0,17) pomiędzy aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml,  

a częstotliwością zmian pracy witki.  Wzrost aktywności proteasomów wiązał się ze 

wzrostem wartości parametru określającego częstotliwość zmian pracy witki. 

Wykres rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 5.  
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Rycina 5. Wykres rozrzutu częstotliwości zmian pracy witki (BCF) względem 
aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p<0,0001) słabą korelację dodatnią 

(R=0,24) pomiędzy aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, 

a całkowitą prędkością plemników. Wzrost aktywności proteasomów wiązał się ze 

wrostem wartości parametru określającego całkowitą prędkość plemników. Wykres 

rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 6.  
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Rycina 6. Wykres rozrzutu całkowitej prędkości plemników (VCL) względem 
aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p<0,0001) silną korelację dodatnią 

(R=0,64) pomiędzy aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, 

a całkowitą ruchliwością plemników w próbce. Wzrost aktywności proteasomów 

wiązał się ze wzrostem wartości parametru określającego całkowitą ruchliwość 

plemników w próbce.. Wykres rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 

7.  
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Rycina 7. Wykres rozrzutu całkowitej ruchliwości plemników w próbce (MOM) 

względem aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p<0,0001) słabą korelację ujemną (R=-

0,22) pomiędzy aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a 

prostoliniowością ruchu plemników. Wzrost aktywności proteasomów wiązał się ze 

spadkiem wartości parametru określającego prostoliniowość ruchu plemników. 

Wykres rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 8.  
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Rycina 8. Wykres rozrzutu prostoliniowości ruchu plemników względem aktywności 
proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p<0,0001) słabą korelację dodatnią 

(R=0,29) pomiędzy aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, 

a plemnikami hiperaktywowanymi. Wzrost aktywności proteasomów wiązał się ze 

wzrostem wartości parametru określającego hiperkatywny ruch plemników. Wykres 

rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 9.  

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml.

0

10

20

30

40

50

60

70

P
le

m
n
ik

i 
h
ip

e
ra

k
ty

w
n
e
 (

p
ro

c
H

Y
P

E
R

).

 

Rycina 9. Wykres rozrzutu liczby plemników hiperaktywnych względem aktywności 
proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p=0,049) słabą korelację ujemną (R=-

0,11) pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka w próbie, a liniowością 

ruchu plemników. Wzrost aktywności proteasomów wiązał się ze spadkiem 

wartości parametru określającego liniowość ruchu plemników. Wykres rozrzutu dla 

powyższej korelacji przedstawia rycina 10. 
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Rycina 10. Wykres rozrzutu liniowości ruchu plemników (LIN) względem aktywności 
proteasomów na 20 µg białka w próbie. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p=0,02) słabą korelację dodatnią 

(R=0,137) pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka w próbie,  

a częstotliwością zmian pracy witki.  Wzrost aktywności proteasomów wiązał się ze 

wzrostem wartości parametru określającego częstotliwość zmian pracy witki.. 

Wykres rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 11.  
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Rycina 11. Wykres rozrzutu częstotliwości zmian pracy witki (BCF) względem 
aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p=0,007) słabą korelację dodatnią 

(R=0,15) pomiędzy aktywnością proteasomów w przeliczeniu na 20 µg białka w 

próbie, a całkowitą prędkością plemników. Wzrost aktywności proteasomów wiązał 

się ze wzrostem wartości parametru określającego całkowitą prędkość plemników.. 

Wykres rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 12. 
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Rycina 12. Wykres rozrzutu całkowitej prędkości plemników (LIN) względem 
aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p=0,03) słabą korelację ujemną (R=-0,13) 

pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka w próbie, a średnim kątowym 

odchyleniem toru ruchu plemników. Wzrost aktywności proteasomów wiązał się ze 

spadkiem wartości parametru określającego średnie kątowe odchylenie toru ruchu 

plemników. Wykres rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 13. 
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Rycina 13. Wykres rozrzutu średniego kątowego odchylenia toru ruchu plemników 
(MAD) względem aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p<0,0001) przeciętną korelację dodatnią 

(R=0,42) pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka w próbie, a 

całkowitą ruchliwością plemników w próbce. Wzrost aktywności proteasomów 

wiązał się ze wzrostem wartości parametru określającego całkowitą ruchliwość 

plemników  

w próbce. Wykres rozrzutu dla powyższej korelacji przedstawia rycina 14. 
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Rycina 14. Wykres rozrzutu całkowitej ruchliwości plemników w próbie względem 
aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie. 
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Stwierdzono istotną statystycznie (p=0,02) słabą korelację ujemną (R=-0,14) 

pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka w próbie, odsetkiem 

plemników klasyfikowanych jako aktywne. Wzrost aktywności proteasomów 

wiązał się ze spadkiem wartości parametru określającego odsetek plemników 

klasyfikowanych jako aktywne. Wykres rozrzutu dla powyższej korelacji 

przedstawia rycina 15. 
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Rycina 15. Wykres rozrzutu odsetka plemników klasyfikowanych jako aktywne 
względem aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. (grupa 0 – 

poniżej mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne 

statystycznie (p<0,0001) w wielkości parametru określającego liniowość ruchu 

plemników pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru 

określającego liniowość ruchu plemników w grupie pierwszej (poniżej mediany 

aktywności proteasomów) wynosiła Me=61,1 (Q1=54,8; Q3=65,9), natomiast w 

grupie drugiej (powyżej mediany aktywności proteasomów) była znacząco niższa i 

wynosiła Me=56,7 (Q1=50,7; Q3=62,7). Uzyskane różnice przedstawia rycina 16. 
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Rycina 16. Wykres ramka-wąsy liniowości ruchu plemników (LIN)  względem 

aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml poniżej/powyżej 
mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. (grupa 0 – 

poniżej mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne 

statystycznie (p<0,0001) w wielkości parametru określającego częstotliwość zmian 

pracy witki pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru 

określającego częstotliwość zmian pracy witki w grupie pierwszej (poniżej mediany 

aktywności proteasomów) wynosiła Me=5,4 (Q1=4,9; Q3=5,9), natomiast w grupie 

drugiej (powyżej mediany aktywności proteasomów) była znacząco wyższa i 

wynosiła Me=5,7 (Q1=5,2; Q3=6). Uzyskane różnice przedstawia rycina 17. 
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Rycina 17. Wykres ramka-wąsy częstotliwości zmian pracy witki (BCF) względem 

aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml poniżej/powyżej 
mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. (grupa 0 – 

poniżej mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne 

statystycznie (p<0,0001) w wielkości parametru określającego całkowitą prędkością 

plemników pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru 

określającego całkowitą prędkością plemników w grupie pierwszej (poniżej 

mediany aktywności proteasomów) wynosiła Me=116,2 (Q1=106; Q3=123,6), 

natomiast w grupie drugiej (powyżej mediany aktywności proteasomów) była 

znacząco wyższa i wynosiła Me=122,5 (Q1=113,6; Q3=134,5). Uzyskane różnice 

przedstawia rycina 18. 
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Rycina 18. Wykres ramka-wąsy całkowitej prędkości plemników względem 

aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml poniżej/powyżej 

mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. (grupa 0 – 

poniżej mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne 

statystycznie (p<0,0001) w wielkości parametru określającego całkowitą ruchliwość 

plemników w próbce pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru 

określającego całkowitą ruchliwość plemników w próbce w grupie pierwszej 

(poniżej mediany aktywności proteasomów) wynosiła Me=290 (Q1=181; Q3=434), 

natomiast w grupie drugiej (powyżej mediany aktywności proteasomów) była 

znacząco wyższa i wynosiła Me=774 (Q1=506; Q3=1319). Uzyskane różnice 

przedstawia rycina 19. 
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Rycina 19. Wykres ramka-wąsy całkowitej ruchliwości plemników w próbce 

względem aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml 
poniżej/powyżej mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. (grupa 0 – 

poniżej mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne 

statystycznie (p<0,0001) w wielkości parametru określającego prostoliniowość 

ruchu plemników w próbce pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana 

parametru określającego prostoliniowość ruchu plemników w próbce w grupie 

pierwszej (poniżej mediany aktywności proteasomów) wynosiła Me=90,9 

(Q1=89,45; Q3=93,05), natomiast w grupie drugiej (powyżej mediany aktywności 

proteasomów) była znacząco niższa i wynosiła Me=89,5 (Q1=86,7; Q3=90,9). 

Uzyskane różnice przedstawia rycina 20. 
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Rycina 20. Wykres ramka-wąsy prostoliniowości ruchu plemników względem 

aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml poniżej/powyżej 
mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml. (grupa 0 – 

poniżej mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne 

statystycznie (p<0,0001) w wielkości parametru określającego odsetek plemników 

hiperaktywnych pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru 

określającego odsetek plemników hiperaktywnych w grupie pierwszej (poniżej 

mediany aktywności proteasomów) wynosiła Me=15 (Q1=10; Q3=25), natomiast w 

grupie drugiej (powyżej mediany aktywności proteasomów) była znacząco wyższa i 

wynosiła Me=28 (Q1=16; Q3=41). Uzyskane różnice przedstawia rycina 21. 
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Rycina 21. Wykres ramka-wąsy odsetka plemników hiperktywnych względem 

aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml poniżej/powyżej 
mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów na 20 µg białka w próbie (grupa 0 – poniżej 

mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne statystycznie 

(p<0,0001) w wielkości parametru określającego liniowość ruchu plemników 

pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru określającego 

liniowość ruchu plemników w grupie pierwszej (poniżej mediany aktywności 

proteasomów) wynosiła Me=58,58 (Q1=54,15; Q3=64,8), natomiast w grupie 

drugiej (powyżej mediany aktywności proteasomów) była znacząco niższa i 

wynosiła Me=54,7 (Q1=50,3; Q3=63,8). Uzyskane różnice przedstawia rycina 22. 
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Rycina 22. Wykres ramka-wąsy liniowości ruchu plemników (LIN)  względem 

aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie poniżej/powyżej mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów na 20 µg białka w próbie (grupa 0 – poniżej 

mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne statystycznie 

(p<0,0001) w wielkości parametru określającego całkowitą ruchliwość plemników 

w próbce pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru 

określającego całkowitą ruchliwość plemników w próbce w grupie pierwszej 

(poniżej mediany aktywności proteasomów) wynosiła Me=404 (Q1=249; Q3=568), 

natomiast w grupie drugiej (powyżej mediany aktywności proteasomów) była 

znacząco wyższa i wynosiła Me=722,5 (Q1=361; Q3=1302). Uzyskane różnice 

przedstawia rycina 23. 
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Rycina 23. Wykres ramka-wąsy całkowitej ruchliwości plemników w próbce (MOM) 

względem aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie poniżej/powyżej 

mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów na 20 µg białka w próbie (grupa 0 – poniżej 

mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne statystycznie 

(p=0,002) w wielkości parametru określającego prostoliniowość ruchu plemników 

pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru określającego 

prostoliniowość ruchu plemników w grupie pierwszej (poniżej mediany aktywności 

proteasomów) wynosiła Me=90,9 (Q1=87,9; Q3=92,25), natomiast w grupie drugiej 

(powyżej mediany aktywności proteasomów) była znacząco niższy i wynosiła 

Me=89,4 (Q1=86,2; Q3=91,5). Uzyskane różnice przedstawia rycina 24. 
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Rycina 24. Wykres ramka-wąsy prostoliniowości ruchu plemników (STR) względem 
aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie poniżej/powyżej mediany. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem wartości mediany 

parametru aktywność proteasomów na 20 µg białka w próbie (grupa 0 – poniżej 

mediany, grupa 1 – powyżej mediany). Stwierdzono różnice istotne statystycznie 

(p=0,002) w wielkości parametru określającego odsetek plemników 

klasyfikowanych jako aktywne pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana 

parametru określającego odsetek plemników klasyfikowanych jako aktywne w 

grupie pierwszej (poniżej mediany aktywności proteasomów) wynosiła Me=49 

(Q1=23; Q3=53), natomiast w grupie drugiej (powyżej mediany aktywności 

proteasomów) była znacząco niższa i wynosiła Me=40 (Q1=30; Q3=49). Uzyskane 

różnice przedstawia rycina 25. 
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Rycina 25. Wykres ramka-wąsy odsetka plemników klasywikowanych jako aktywne 

(procAKTIV) względem aktywności proteasomów na 20 µg białka w próbie 

poniżej/powyżej mediany. 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p<0,0001) pomiędzy aktywności 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a liniowością ruchu plemników 

(LIN). W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 63,78% 

obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru opisującego liniowość 

ruchu plemników powyżej mediany, natomiast 36,22% – wartościami tego 

parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności proteasomów równej lub 

powyżej mediany jedynie 42,93% próbek wykazywało wartości parametru 

opisującego liniowość ruchu plemników powyżej mediany, natomiast 57,07% 

charakteryzowało się wartościami tego parametru poniżej mediany. Uzyskane 

zależność przedstawia tabela 7 oraz rycina 26. 

 

Tabela 7. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml, a liniowością ruchu plemników. 

 

Rycina 26. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml, a liniowością ruchu plemników. 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p<0,0001) pomiędzy aktywności 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a częstotliwością zmian pracy 

witki (BCF). W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 39,89% 

obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru opisującego częstotliwość 

zmian pracy witki powyżej mediany, natomiast 60,11% – wartościami tego 

parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności proteasomów równej lub 

powyżej mediany aż 60,30% próbek wykazywało wartości parametru opisującego 

częstotliwość zmian pracy witki powyżej mediany, natomiast 39,70% 

charakteryzowało się wartościami tego parametru poniżej mediany. Uzyskane 

zależność przedstawia tabela 8 oraz rycina 27. 

 

Tabela 8. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml, a częstością uderzeń bocznych główki plemnika (BCF). 

 

Rycina 27. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a częstością uderzeń bocznych główki plemnika (BCF). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p<0,0001) pomiędzy aktywności 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a całkowitą prędkością 

plemników (VCL). W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 

37,24% obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru opisującego 

całkowitą prędkością plemników powyżej mediany, natomiast 62,76% – 

wartościami tego parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności 

proteasomów równej lub powyżej mediany 60,98% próbek wykazywało wartości 

parametru opisującego całkowitą prędkością plemników powyżej mediany, 

natomiast 39,02% charakteryzowało się wartościami tego parametru poniżej 

mediany. Uzyskane zależność przedstawia tabela 9 oraz rycina 28. 

Tabela 9. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 

plemników/ml, a całkowitą prędkością plemników (VCL). 

 

Rycina 28. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a całkowitą prędkością plemników (VCL). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p<0,0001) pomiędzy aktywności 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a całkowitą ruchliwość 

plemników w próbce (MOM). W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej 

mediany 30,85% obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru 

opisującego całkowitą ruchliwość plemników w próbce powyżej mediany, 

natomiast 69,15% – wartościami tego parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie 

o aktywności proteasomów równej lub powyżej mediany 75,38% próbek 

wykazywało wartości parametru opisującego całkowitą ruchliwość plemników w 

próbce powyżej mediany, natomiast 24,62% charakteryzowało się wartościami tego 

parametru poniżej mediany. Uzyskane zależność przedstawia tabela 10 oraz rycina 

29. 

Tabela 10. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml, a całkowitą ruchliwością plemników w próbce (MOM). 

 

Rycina 29. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 

plemników/ml a całkowitą ruchliwością plemników w próbce (MOM). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p<0,0001) pomiędzy aktywności 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a prostoliniowością ruchu 

plemników (STR). W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 

71,94% obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru opisującego 

prostoliniowość ruchu plemników powyżej mediany, natomiast 28,06% – 

wartościami tego parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności 

proteasomów równej lub powyżej mediany 42,39% próbek wykazywało wartości 

parametru opisującego prostoliniowość ruchu plemników powyżej mediany, 

natomiast 57,07% charakteryzowało się wartościami tego parametru poniżej 

mediany. Uzyskane zależność przedstawia tabela 11 oraz rycina 30. 

Tabela 11. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a prostoliniowością toru ruchu plemników (STR). 

 

Rycina 30. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 

plemników/ml a prostoliniowością toru ruchu plemników (STR). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p=0,0056) pomiędzy aktywności 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a parametrem określającym 

odsetek plemników klasyfikowanych jako aktywne. W grupie próbek o aktywności 

proteasomów poniżej mediany 62,23% obserwacji charakteryzowało się 

wartościami parametru określającego odsetek plemników klasyfikowanych jako 

aktywne powyżej mediany, natomiast 37,77% – wartościami tego parametru poniżej 

mediany. Z kolei w grupie o aktywności proteasomów równej lub powyżej mediany 

48,24% próbek wykazywało wartości parametru określającego odsetek plemników 

klasyfikowanych jako aktywne powyżej mediany, natomiast 51,76% 

charakteryzowało się wartościami tego parametru poniżej mediany. Uzyskane 

zależność przedstawia tabela 12 oraz rycina 31. 

Tabela 12. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a odsetkiem plemników aktywnych (procACTIVE). 

 

Rycina 31. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a odsetkiem plemników aktywnych (procACTIVE). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p=0,0056) pomiędzy aktywnością 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a parametrem określającym 

odsetek plemników hiperaktywnych. W grupie próbek o aktywności proteasomów 

poniżej mediany 37,57% obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru 

określającego odsetek plemników hiperaktywnych powyżej mediany, natomiast 

62,43% – wartościami tego parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie o 

aktywności proteasomów równej lub powyżej mediany 64,88% próbek wykazywało 

wartości parametru określającego odsetek plemników hiperaktywnych powyżej 

mediany, natomiast 35,12% charakteryzowało się wartościami tego parametru 

poniżej mediany. Uzyskane zależność przedstawia tabela 13 oraz rycina 32. 

Tabela 13. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a odsetkiem plemników hiperaktywnych (procAHYPER). 

 

Rycina 32. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 

plemników/ml a odsetkiem plemników hiperaktywnych (procAHYPER). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p<0,0001) pomiędzy aktywnością 

proteasomów na 20 µg białka w próbie, a liniowością ruchu plemników (LIN). W 

grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 58,55% obserwacji 

charakteryzowało się wartościami parametru określającego liniowość ruchu 

plemników powyżej mediany, natomiast 41,45% – wartościami tego parametru 

poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności proteasomów równej lub powyżej 

mediany 38,96% próbek wykazywało wartości parametru określającego liniowość 

ruchu plemników powyżej mediany, natomiast 61,04% charakteryzowało się 

wartościami tego parametru poniżej mediany. Uzyskane zależność przedstawia 

tabela 14 oraz rycina 33. 

Tabela 14. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka  

a liniowością toru ruchu plemników (LIN). 

 

 

Rycina 33. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka 

 a liniowością toru ruchu plemników (LIN). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p=0,0028) pomiędzy aktywnością 

proteasomów na 20 µg białka w próbie, a częstotliwością zmian pracy witki (BCF). 

W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 44,44% obserwacji 

charakteryzowało się wartościami parametru określającego częstotliwość zmian 

pracy witki powyżej mediany, natomiast 55,56% – wartościami tego parametru 

poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności proteasomów równej lub powyżej 

mediany 57,14% próbek wykazywało wartości parametru określającego 

częstotliwość zmian pracy witki powyżej mediany, natomiast 42,86% 

charakteryzowało się wartościami tego parametru poniżej mediany. Uzyskane 

zależność przedstawia tabela 15 oraz rycina 34. 

Tabela 15. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka a 

częstością uderzeń bocznych główki plemnika (BCF). 

 

 

Rycina 34. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka 
 a częstością uderzeń bocznych główki plemnika (BCF). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p=0,0002) pomiędzy aktywnością 

proteasomów na 20 µg białka w próbie, a całkowitej ruchliwości plemników w 

próbce (MOM). W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 

47,22% obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru określającego 

całkowitą ruchliwość plemników w próbce powyżej mediany, natomiast 52,78% – 

wartościami tego parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności 

proteasomów równej lub powyżej mediany 68,83% próbek wykazywało wartości 

parametru określającego całkowitą ruchliwość plemników w próbce powyżej 

mediany, natomiast 31,17% charakteryzowało się wartościami tego parametru 

poniżej mediany. Uzyskane zależność przedstawia tabela 16 oraz rycina 35. 

Tabela 16. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka)  

a amplitudą ruchu główki plemnika (MOM). 

 

Rycina 35. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka 
 a amplitudą ruchu główki plemnika (MOM). 

0

20

40

60

80

100

120

Całkowita
ruchliwośd

plemników w
próbce (MOM)

poniżej mediany

Całkowita
ruchliwośd

plemników w
próbce (MOM)

powyżej mediany

Aktywnośd proteasomów na 20
µg białka w próbie poniżej
mediany

Aktywnośd proteasomów na 20
µg białka w próbie powyżej
mediany

 Całkowita ruchliwość 

plemników w próbce 

(MOM) poniżej mediany 

Całkowita ruchliwość 

plemników w próbce 

(MOM) powyżej 

mediany 

Aktywność proteasomów 

na 20 µg białka poniżej 

mediany 

76 68 

52,78% 47,22% 

Aktywność proteasomów 

na 20 µg białka powyżej 

mediany 

48 106 

31,17% 68,83% 

 



86 

 

Wykazano zależność istotną statystycznie (p<0,0001) pomiędzy aktywnością 

proteasomów na 20 µg białka w próbie, a prostoliniowością ruchu plemników 

(STR) W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 73,03% 

obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru określającego 

prostoliniowość ruchu plemników w próbce powyżej mediany, natomiast 26,97% – 

wartościami tego parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności 

proteasomów równej lub powyżej mediany 45,45% próbek wykazywało wartości 

parametru określającego prostoliniowość ruchu plemników w próbce powyżej 

mediany, natomiast 54,55% charakteryzowało się wartościami tego parametru 

poniżej mediany. Uzyskane zależność przedstawia tabela 17 oraz rycina 36. 

 

Tabela 17. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka 
a prostoliniowością toru ruchu plemników (STR). 

 

Rycina 36. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka a 

prostoliniowością toru ruchu plemników (STR). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p=0,0002) pomiędzy aktywnością 

proteasomów na 20 µg białka w próbie, a odsetkem plemników klasyfikowanych 

jako aktywne. W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 

66,67% obserwacji charakteryzowało się wartościami parametru odsetek 

plemników klasyfikowanych jako aktywne powyżej mediany, natomiast 33,33% – 

wartościami tego parametru poniżej mediany. Z kolei w grupie o aktywności 

proteasomów równej lub powyżej mediany 45,45% próbek wykazywało wartości 

parametru określającego odsetek plemników klasyfikowanych jako aktywne 

powyżej mediany, natomiast 54,55% charakteryzowało się wartościami tego 

parametru poniżej mediany. Uzyskane zależność przedstawia tabela 18 oraz rycina 

37. 

Tabela 18. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka a 
odsetkiem plemników aktywnych (procACTIVE). 

 

Rycina 37. Zależność pomiędzy aktywnością proteasomów na 20 µg białka, a 

odsetkiem plemników aktywnych (procACTIVE). 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p=0,0177) pomiędzy aktywnością 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a wystąpieniem poronieniem. W 

grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany 62,50% ciąż zakończyło 

się poronieniem, natomiast 37,50% nie uległo utracie. Z kolei w grupie o 

aktywności proteasomów równej lub powyżej mediany jedynie 25,93% ciąż 

zakończyło się poronieniem, natomiast 74,07% przebiegało bez poronienia. 

Zależność przedstawia tabela 19 oraz rycina 38. 

Tabela 19. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a wystąpieniem poronienia. 

 

 

Rycina 38. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a wystąpieniem poronienia. 
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Wykazano zależność istotną statystycznie (p=0,0064) pomiędzy aktywnością 

proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml, a wystąpieniem ciąży klinicznej. 

W grupie próbek o aktywności proteasomów poniżej mediany w 10,91% uzyskano 

ciążę kliniczną, natomiast w 89,09% nie uzyskano. Z kolei w grupie o aktywności 

proteasomów równej lub powyżej mediany aż w 31,75% uzyskano ciążę kliniczną, 

natomiast w 68,25% nie uzyskano. Zależność przedstawia tabela 20 oraz rycina 39. 

 

Tabela 20. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a uzyskaniem ciąży klinicznej. 

 

 

Rycina 39. Zależność między aktywnością proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml a uzyskaniem ciąży klinicznej. 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

Brak ciąży
klinicznej Ciąża kliniczna

Aktywnośd proteasomów
przy stężeniu 15 mln
plemników/ml poniżej
mediany

Aktywnośd proteasomów
przy stężeniu 15 mln
plemników/ml powyżej
mediany

 Brak ciąży klinicznej Ciąża kliniczna 

Aktywność  

proteasomów 15 mln/ml 

poniżej mediany 

49 6 

89,09% 10,91% 

Aktywność  

proteasomów 15 mln/ml 

powyżej mediany 

43 20 

68,25% 31,75% 



90 

 

Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem uzyskania ciąży 

biochemicznej (grupa 0 – brak ciąży biochemicznej, grupa 1 – ciąża biochemiczna). 

Stwierdzono różnice istotne statystycznie (p=0,04) w wielkości parametru 

określającego aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml 

pomiędzy obiema stworzonymi grupami. Mediana parametru określającego 

aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml w grupie pierwszej 

(brak ciąży biochemicznej) wynosiła Me=138,42 (Q1=88,78; Q3=190,24), natomiast 

w grupie drugiej (ciąża biochemiczna) była znacząco wyższa i wynosiła Me=188,79 

(Q1=83,2; Q3=337). Uzyskane różnice przedstawia rycina 40. 

 

 

 Mediana 
 25%-75% 
 Min-Maks 

0 1

Ciąża biochemiczna:
0-brak ciąży biochemicznej

1-ciąża biochemiczna

0

100

200

300

400

500

600

700

800

A
k

ty
w

n
o

ść
 p

ro
te

as
o

m
ó

w
 p

rz
y

 s
tę

że
n

iu
 1

5
 m

ln

p
le

m
n

ik
ó

w
/m

l.

 

Rycina 40. Wykres ramka-wąsy aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml względem ciąży biochemicznej. 
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Analizowane próbki podzielono na dwie grupy względem uzyskania ciąży 

klinicznej (grupa 0 – brak ciąży klinicznej, grupa 1 – ciąża kliniczna). Stwierdzono 

różnice istotne statystycznie (p=0,009) w wielkości parametru określającego 

aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln plemników/ml pomiędzy obiema 

stworzonymi grupami. Mediana parametru określającego aktywność proteasomów 

przy stężeniu 15 mln plemników/ml w grupie pierwszej (brak ciąży klinicznej) 

wynosiła Me=135,85 (Q1=84,97; Q3=197,13), natomiast w grupie drugiej (ciąża 

kliniczna) była znacząco wyższa i wynosiła Me=209,31 (Q1=151,8; Q3=371). 

Uzyskane różnice przedstawia rycina 41. 
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Rycina 41. Wykres ramka-wąsy aktywności proteasomów przy stężeniu 15 mln 
plemników/ml względem ciąży klinicznej. 
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W celu identyfikacji czynników wpływających na wystąpienie ciąży 

biochemicznej przeprowadzono jednoczynnikową oraz wieloczynnikową analizę 

regresji logistycznej. Biorąc pod uwagę wyniki analizy jednoczynnikowej 

zdecydowano się zaprezentować model wieloczynnikowy, oparty na trzech 

zmiennych objaśniających: aktywność proteasomów przy stężeniu 15 mln 

plemników/ml oraz parametry czasowe rozwoju zarodka t5_med i t8. Analizą objęto 

łącznie 86 obserwacji. Uzyskany model charakteryzował się istotnością statystyczną 

na poziomie p < 0,0001. Wzrost aktywności proteasomów przy stężeniu plemników 

15 mln/ml o jedną jednostkę powoduje wzrost szansy uzyskania ciąży 

biochemicznej 1,007 razy (OR=1,007), czyli o 0,7%. Oznacza to, że np. wzrost 

aktywności proteasomów przy stężeniu plemników 15 mln/ml o 100 jednostek 

powoduje wzrost szansy uzyskania ciąży biochemicznej o 70%. Wzrost wielkości 

parametru morfokinetycznego t5med o jedną godzinę oznacza wzrost szansy 

uzyskania ciąży biochemicznej 0,853 razy (OR=0,853), co de facto oznacza spadek 

szansy uzyskania ciąży biochemicznej 1,172=1/0,853 razy, czyli spadek o 17,2%. 

Wzrost wielkości parametru morfokinetycznego t8 o jedną godzinę oznacza wzrost 

szansy uzyskania ciąży biochemicznej 0,948 razy (OR=0,948), co de facto oznacza 

spadek szansy uzyskania ciąży biochemicznej 1,055=1/0,948 razy, czyli spadek o 

5,5%. 

Parametr Współczynnik 

szans (OR) 

Przedział ufności 95% 

(95%-CI) 

Poziom 

istotności 

statystycznej 

proteasom_met 1 1,0072 1,0028 1,0116 0,001 

t5med 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 ciąża biochemiczna. 
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Sprawdzono zgodność dopasowania stworzonego modelu regresji logistycznej 

wieloczynnikowej za pomocą testu Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit, uzyskując 

wysoką jakość dopasowania (p=0,7). Następnie przeprowadzono analizę ROC i 

wyznaczono pole pod krzywą AUC dla predyktora stworzonego na podstawie 

zaproponowanego modelu regresji logistycznej (Rycina 42). Uzyskano wysoką 

wartość współczynnika pola pod krzywą AUC=0,81, co oznacza wysokie własności 

predykcyjne stworzonego modelu w odniesieniu do prognozowania ciąży 

biochemicznej. 

 

Rycina 42. Krzywa ROC dla stworzonego modelu wieloczynnikowej regresji 

logistycznej. 
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5. Dyskusja 

Celem niniejszej pracy była ocena znaczenia aktywności proteasomów  

w plemnikach jako czynnika wpływającego na parametry ruchliwości, ich 

funkcjonalnej dojrzałości oraz skuteczności zapłodnienia i implantacji zarodków  

w procedurze zapłodnienia pozaustrojowego. W przeprowadzonych analizach 

wykazano, że aktywność proteasomów może być związana z zarówno parametrami 

ruchliwości plemników jak i klinicznymi wynikami leczenia niepłodności. 

Uzyskane wyniki wskazują na zależności pomiędzy aktywnością 

proteasomów a parametrami komputerowej analizy nasienia, opisującymi dynamikę 

ruchu plemników. Dodatnie korelacje z parametrami opisującymi amplitudę ruchu 

główki plemnika (MOM), całkowitą prędkość plemnika (VCL) i częstotliwość 

uderzeń witki (BCF) oraz ujemne korelacje z parametrami liniowości (LIN)  

i prostoliniowości ruchu plemników (STR) mogą wskazywać, iż wraz ze wzrostem 

aktywności proteasomów ruch staje się intensywniejszy, bardziej krzywoliniowy 

przy obniżeniu jego prostoliniowości. Taki ruch jest charakterystyczny dla 

hiperaktywacji, która stanowi fizjologiczny etap ostatecznego funkcjonalnego 

dojrzewania plemników zachodzącego w drogach rodnych kobiety. Hiperaktywacja 

umożliwia generowanie większej siły mechanicznej, która jest niezbędna do 

penetracji osłonek komórki jajowej i interakcji z osłonką przejrzystą. 

Zaobserwowano dodatni związek pomiędzy aktywnością proteasomów, a odsetkiem 

plemników hiperaktywnych, co może potwierdzać udział proteasomów w tym 

procesie. Prawdopodobnym mechaniznem jest udział proteasomów w usuwaniu 

białek regulatorowych cytoszkieletu aksonemy, białek kompleksów motorycznych 

oraz elementów szlaków sygnałowych zależnych od jonów Ca
2+

 i układu 

cAMP/PKA. Degradacja białek inhibitujących ruch lub białek stabilizujących 

strukturę aksonemy może prowadzić do generowania ruchu szybszego, o większej 

amplitudzie pracy witki poprzez zwiększenie elastyczności aparatu rzęstkowego. 

Proteasomy obecne w rejonie akrosomalnym oraz błonie plemnika uczestniczą  

w degradacji białek osłonowych komórki jajowej oraz w remodelingu błony 

plemnika podczas reakcji akrosomalnej. Zwiększona aktywność proteasomów 
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prawdopodobnie sprzyja bardziej efektywnej penetracji osłonki przejrzystej co 

ułatwia połączenie się plemnika z oocytem. Rola systemu ubikwityna–proteasom  

w regulacji procesów zachodzących podczas kapacytacji plemników została 

potwierdzona w wielu badaniach eksperymentalnych. Kong i wsp. [88] wykazali, że 

zahamowanie aktywności proteasomu przy użyciu inhibitora MG-132 prowadzi do 

zaburzeń procesu kapacytacji plemników oraz do zmniejszenia dynamiki ich ruchu. 

Autorzy sugerują, że proteasomy uczestniczą w procesach remodelingu struktur 

białkowych, które zachodzą na powierzchni plemnika, niezbędnych do 

prawidłowego przebiegu kapacytacji. Podobne wyniki uzyskano w badaniach 

prowadzonych na plemnikach zwierząt. Sedmíková i wsp. [89] wykazali, że 

zahamowanie aktywności proteasomu w plemnikach knura prowadzi do istotnego 

spadku odsetka plemników wykazujących ruch hiperaktywny oraz do obniżenia 

parametrów dynamiki ruchu analizowanych metodą CASA. Wyniki te potwierdzają, 

że system ubikwityna–proteasom odgrywa istotną rolę w regulacji motoryki 

plemników. Istotne znaczenie systemu ubikwityna–proteasom dla regulacji funkcji 

plemników potwierdzają również badania genetyczne. Huang i wsp. [90] wykazali, 

że u myszy pozbawionych aktywatorów proteasomu PA28γ oraz PA200 dochodzi 

do poważnych zaburzeń płodności oraz znacznego obniżenia ruchliwości 

plemników. Wyniki te wskazują, że prawidłowe funkcjonowanie proteasomów jest 

kluczowe dla utrzymania zdolności plemników do ruchu oraz do przechodzenia  

w stan hiperaktywacji. Aktywność proteasomów w plemnikach może odgrywać 

zasadniczą rolę w procesie zapłodnienia oraz w początkowych etapach rozwoju 

zygoty. Literatura wskazuje, że ograniczenie funkcji proteasomu w plemnikach 

zaburza formowanie się aster plemnikowych i rozwój jąderkowy zygoty [85]. Rawe 

i wsp. wykazali, że selektywna blokada proteasomów prowadzi do zaburzenia 

formowania astera plemnikowego i prawidłowej fuzji przedjądrzy, co teoretycznie 

może wpłynąć na późniejszą kinetykę pierwszych podziałów komórkowych [85].  

Z kolei badania nad funkcją centrosomu plemnikowego (którego uwalnianie do 

oocytu jest zależne od działania proteasomu) pokazały korelację między 

prawidłową aktywnością centrosomu a tempem podziałów zarodka: niższe 

wskaźniki formowania się astera plemnikowego były związane z opóźnionym 
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tempem dzielenia się zarodków po IVF [86]. Wang i wsp. zmierzyli aktywność 

26S proteasomów w plemnikach u partnerów pacjentek poddanych IVF  

i stwierdzili, że wyższa aktywność proteasomów korelowała z wyższą 

efektywnością zapłodnienia i prawidłowym formowaniem się dwóch przedjądrzy 

[84]. 

Wykazano zależność pomiędzy aktywnością proteasomów w plemnikach  

a liniowością ich ruchu (LIN). Zarówno w analizach korelacyjnych, jak  

i porównaniach grup o różnym poziomie aktywności proteasomowej 

zaobserwowano, że wzrost aktywności proteasomów wiąże się ze spadkiem 

liniowości ruchu plemników. Wraz ze wzrostem aktywności proteasomów ruch 

plemników staje się mniej prostoliniowy, a bardziej nieregularny i krzywoliniowy. 

Parametr LIN (liniowość) stanowi jeden z podstawowych wskaźników ocenianych 

w systemach CASA i odzwierciedla stosunek prędkości postępowej (VSL) do 

prędkości krzywoliniowej (VCL). Wysokie wartości LIN wskazują na ruch bardziej 

uporządkowany i progresywny, charakterystyczny dla plemników 

przemieszczających się efektywnie w kierunku komórki jajowej. Z kolei obniżenie 

tego parametru świadczy o zmianie ruchu w kierunku bardziej chaotycznego,  

z większą amplitudą wychyleń główki oraz mniejszą kierunkowością. Taki profil 

ruchu jest uznawany za jeden z najbardziej charakterystycznych elementów 

hiperaktywacji plemników. W literaturze jednoznacznie wskazuje się, że spadek 

liniowości ruchu plemników jest jednym z kluczowych markerów hiperaktywacji. 

Badania Mazzilliego i wsp. wykazały, że hiperaktywacji towarzyszy wzrost 

odchyleń osi ruchu główki plemnika oraz spadek parametrów opisujących 

kierunkowość ruchu [94]. Z kolei Cancel i wsp. udokumentowali, że w trakcie 

kapacytacji dochodzi do wyraźnego obniżenia wartości LIN i STR przy 

jednoczesnym wzroście parametrów opisujących energię ruchu, co stanowi 

klasyczny obraz hiperaktywacji [95]. Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki 

korespondują obserwacjami jak i wcześniej opisanymi badaniami dotyczącymi 

inhibicji proteasomów. 
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W kontekście prostoliniowości ruchu plemników wykazano zależność 

pomiędzy aktywnością proteasomów w plemnikach a prostoliniowością ich ruchu, 

wyrażoną parametrem STR (straightness). Parametr ten jest stosunkiem prędkości 

postępowej (VSL) do średniej prędkości toru ruchu (VAP) i odzwierciedla stopień 

kierunkowości ruchu plemnika. Wysokie wartości STR wskazują na ruch 

uporządkowany, zbliżony do prostoliniowego, natomiast jego obniżenie świadczy  

o większej nieregularności toru ruchu. Zaobserwowano również, że wzrost 

aktywności proteasomów wiąże się ze spadkiem wartości parametru STR, co 

oznacza przesunięcie parametrów ruchu plemników w kierunku mniej 

prostoliniowego i bardziej chaotycznego. Zależność tą udowodniono zarówno w 

podejściu korelacyjnym, jak i w analizach porównawczych oraz rozkładach 

częstości. Powyższe wyniki są spójne z opisanym w literaturze profilem 

hiperaktywacji plemników. Podkreśla się tam, że jednym z kluczowych elementów 

przejścia do stanu hiperaktywacji jest spadek parametrów opisujących 

kierunkowość ruchu, w tym STR, przy jednoczesnym wzroście parametrów 

związanych z energią i amplitudą ruchu [94, 95]. Wysokie wartości zarówno 

parametru LIN, jak i STR zostały opisane przez Sukcharoen i wsp. jako negatywnie 

korelujące z wynikami IVF [97, 98]. 

Kolejnym wykazanym związkiem była zależność pomiędzy aktywnością 

proteasomów, a parametrem MAD (mean angular displacement). Parametr MAD 

opisuje stopień zmienności kierunku ruchu plemnika pomiędzy kolejnymi punktami 

jego trajektorii. Zaobserwowano, że wraz ze wzrostem aktywności proteasomów 

dochodzi do obniżenia wartości tego parametru. Ruch plemników staje się mniej 

zmienny kierunkowo i bardziej stabilny. Wysokie wartości tego parametru wskazują 

na ruch bardziej chaotyczny, z częstymi zmianami kierunku, natomiast wartości 

niższe odzwierciedlają tor bardziej uporządkowany i stabilny.  Wyniki wskazujące 

na spadek MAD przy wyższej aktywności proteasomów mogą wydawać się 

sprzeczne z klasycznym obrazem hiperaktywacji, który charakteryzuje się 

zwiększoną nieregularnością toru ruchu. Należy jednak podkreślić, że 

hiperaktywacja jest zjawiskiem, które obejmuje jednocześnie wzrost amplitudy 

wychyleń witki oraz zmiany trajektorii ruchu, natomiast parametry takie jak MAD 
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opisują mniejsze, lokalne zmiany kierunku ruchu. W tym kontekście możliwe jest 

współistnienie bardziej energicznego i krzywoliniowego toru ruchu (spadek LIN  

i STR) z jednoczesną stabilizacją mikrozmian trajektorii (spadek MAD). System 

ubikwityna–proteasom odpowiada za degradację białek regulatorowych, w tym 

elementów zaangażowanych w kontrolę aktywności kompleksów dyneinowych oraz 

organizację aksonemy. Można przypuszczać, że zwiększona aktywność 

proteasomów sprzyja eliminacji białek destabilizujących rytm pracy witki lub 

wprowadzających przypadkowe zmiany jej ruchu. W efekcie dochodzi do bardziej 

zsynchronizowanej  

i regularnej pracy witki, co może skutkować zmniejszeniem lokalnych odchyleń 

toru ruchu. 

Wykazano również zależność pomiędzy aktywnością proteasomów  

w plemnikach a odsetkiem komórek klasyfikowanych jako aktywne (procACTIVE), 

czyli takich, które wykazują ruch o charakterze progresywnym, lecz nie spełniają 

kryteriów hiperaktywacji. Plemniki należące do tej kategorii charakteryzują się 

zazwyczaj stosunkowo stabilnym torem ruchu, umiarkowaną amplitudą wychyleń 

witki oraz zachowaną kierunkowością ruchu. Wraz ze wzrostem aktywności 

proteasomów dochodzi do zmniejszenia udziału tej populacji plemników. 

Doniesienie literaturowe wskazują, że ruch aktywny stanowi etap pośredni 

pomiędzy ruchem podstawowym a hiperaktywacją, która jest końcowym stadium 

funkcjonalnego dojrzewania plemników w trakcie kapacytacji [96]. Uzyskane 

wyniki pozostają w zgodzie z obserwacjami dotyczącymi zmian parametrów CASA 

towarzyszących hiperaktywacji. W badaniach eksperymentalnych wykazano, że  

w miarę postępu kapacytacji dochodzi do zmniejszenia udziału plemników 

wykazujących ruch progresywny przy jednoczesnym wzroście odsetka plemników 

hiperaktywnych [95]. Warto podkreślić, że zmniejszenie puli plemników aktywnych 

może prowadzić do zwiększenia populacji plemników hiperaktywnych, co jest 

korzystne w kontekście możliwości zapłodnienia komórki jajowej.  

Z drugiej strony dla części parametrów opisujących ruch plemników 

wykazano istotne statystycznie dodatnie korelacje z aktywnością proteasomów. 
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Jednym z nich jest VCL. Parametr ten odzwierciedla rzeczywistą prędkość 

przemieszczania się plemnika wzdłuż jego krzywoliniowej trajektorii i stanowi 

jeden z kluczowych wskaźników energii ruchu oraz intensywności pracy witki.  

W przeciwieństwie do parametrów opisujących kierunkowość, VCL odzierciedla 

dynamikę ruchu. Wraz ze wzrostem aktywności proteasomów dochodzi do nasilenia 

dynamiki ruchu plemników, co przejawia się poprzez wzrost ich prędkości. 

Zależność ta obserwowana była w różnych porównaniach i korelacjach. Plemniki 

charakteryzujące się wyższą aktywnością proteasomów wykazują się bardziej 

energicznym, intensywnym ruchem. W odniesieniu do wcześniej opisanych 

parametrów (LIN, STR czy procACTIVE) przedstawione wyniki wykazują 

wewnętrzną spójność. Wzrost VCL współwystępuje ze spadkiem liniowości  

i prostoliniowości ruchu oraz zmniejszeniem udziału plemników o ruchu typowo 

progresywnym. Hiperaktywacja charakteryzuje się zwiększoną amplitudą  

i częstotliwością pracy witki, co prowadzi do wzrostu prędkości oraz spadku 

kierunkowości ruchu. Zgodnie z danymi literaturowymi, wzrost parametru VCL jest 

jednym z najbardziej charakterystycznych wskaźników przejścia plemników w stan 

hiperaktywacji [94, 95]. Li Y i wsp. wykazali, że wyższe parametry prędkości 

dodatnio korelują z potencjałem zapładniającym plemników, co jest spójne  

z wynikami powyższej pracy [99]. 

Innym analizowanym parametrem, którego wartość wzrasta istotnie 

statystycznie wraz z aktywnością proteasomów jest BCF (beat cross frequency). 

Należy on do podstawowych parametrów kinematycznych w analizie CASA  

i opisuje liczbę przecięć toru ruchu główki plemnika z jego uśrednioną trajektorią  

w jednostce czasu. Stanowi on miarę częstotliwości uderzeń witki, a tym samym 

intensywności pracy aparatu ruchowego plemnika. Wzrost aktywności 

proteasomów prowadzi do zwiększenia wartości parametru BCF, co oznacza 

bardziej intensywną i dynamiczną pracę witki. Zależność ta była obserwowana 

niezależnie od sposobu analizy statystycznej. Plemniki o wyższej aktywności 

proteasomów wykazują większą częstość uderzeń witki, co przekłada się na 

bardziej energetyczny ruch i wpisuje się w charakterystykę przejścia w ruch 
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hiperaktywny. Powyższe wyniki są spójne z opisanymi wcześniej spadkami 

parametrów kierunkowości i wzrostem dynamiki ruchu plemników. 

Szczególną uwagę zwraca parametr MOM, który wyróżnia się bardzo silną 

korelacją z aktywnością proteasomów w plemnikach. Parametr ten odzwierciedla 

ogólną zdolność plemników do aktywnego poruszania się i jest jednym  

z ważniejszych parametrów oceny jakości nasienia. W odróżnieniu od bardziej 

szczegółowych wskaźników kinematycznych, takich jak LIN, STR czy BCF, 

całkowita ruchliwość plemników w próbce może odzwierciedlać potencjał 

zapładniający nasienia. Przedstawione wyniki wskazują, że wzrost aktywności 

proteasomów wiąże się ze zwiększeniem ogólnej liczby plemników zdolnych do 

ruchu. Analiza uzyskanych danych wskazuje, że aktywność proteasomów nie tylko 

wpływa na charakter ruchu (jak wykazano wcześniej dla parametrów takich jak 

VCL, BCF czy LIN), ale również warunkuje samą zdolność plemników do 

poruszania się. Zależność ta może wynikać z roli proteasomów w degradacji 

uszkodzonych lub nieprawidłowo sfałdowanych białek, które mogą zaburzać 

funkcjonowanie aparatu ruchowego. W kontekście zachowania zdolności ruchu 

kluczowe jest utrzymanie prawidłowych białek w rejonie wstawki i witki, w czym 

uczestniczy system ubikwityna-proteasom [96, 99]. W badaniach proteomicznych 

wykazano, że zmiany w składzie i aktywności proteasomów korelują z obniżoną 

ruchliwością plemników, co dodatkowo potwierdza ich znaczenie [99]. Powyższe 

wyniki są zgodne z eksperymentami, w których hamowanie aktywności 

proteasomów prowadziło do wyraźnego spadku ruchliwości plemników oraz 

zaburzeń procesów związanych z kapacytacją i hiperaktywacją [89, 95]. Wskazuje 

to, że aktywność proteasomów jest nie tylko czynnikiem modulującym, lecz może 

być również warunkiem koniecznym dla utrzymania prawidłowej ruchliwości 

plemników. 

W odniesieniu do odsetka hipeaktywacji wyniki świadczą, że wzrost 

aktywności proteasomów wiąże się ze zwiększeniem udziału plemników 

wykazujących ruch hiperaktywny. Biorąc pod uwagę wcześniej omówione 

parametry takie jak wzrost prędkości (VCL), zwiększenie częstotliwości pracy witki 
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(BCF) oraz spadek liniowości (LIN) i prostoliniowości (STR) obserwowany wzrost 

odsetka plemników hiperaktywnych stanowi logiczne uzupełnienie uzyskanych 

wyników. Można założyć, że zwiększona aktywność proteasomów sprzyja 

eliminacji białek hamujących proces kapacytacji oraz hiperaktywacji. W badaniach 

eksperymentalnych potwierdzono, że farmakologiczne zahamowanie proteasomu 

prowadziło do istotnego ograniczenia kapacytacji i niemal całkowitego 

zahamowania hiperaktywacji plemników [94]. Wskazuje to, że prawidłowa 

aktywność proteasomów jest warunkiem niezbędnym dla tych procesów. 

Wspomniane wcześniej badania proteomiczne wskazują, że zmiany w 

funkcjonowaniu systemu ubikwityna–proteasom wiążą się z zaburzeniami 

ruchliwości i zdolności zapładniających plemników [99].  

Biorąc pod uwagę wyniki procedur wspomaganego rozrodu tutaj również 

wykazano zależność pomiędzy aktywnością proteasomów a skutecznością tych 

procedur. W kontekście ryzyka poronienia zaobserwowano, że niższa aktywność 

proteasomów w plemnikach może być związana z większym 

prawdopodobieństwem utraty ciąży na wczesnym etapie. Natomiast w grupie  

z wyższą aktywnością proteasomów częściej obserwowano prawidłowy przebieg 

ciąży. Sugeruje to, że jakość plemnika, odzwierciedlana poprzez aktywność 

proteasomów, może mieć znaczenie nie tylko na etapie zapłodnienia, ale również  

w późniejszych etapach wczesnego rozwoju zarodka. System ubikwityna–

proteasom odgrywa istotną rolę w kontroli prawidłowości białek oraz dojrzewaniu 

chromatyny i usuwaniu białek zbędnych. Zaburzenia tych procesów mogą 

prowadzić do zwiększonej fragmentacji DNA plemnikowego oraz nieprawidłowej 

kondensacji chromatyny, co wpływa na niepowodzenia implantacji oraz poronienia 

[96, 99]. Wyniki powyższego badania dotyczące uzyskania ciąży, zarówno 

biochemicznej jak i klinicznej również wykazywały istotność statystyczną.  

W grupie o wysokiej aktywności proteasomów ilość dodatnich testów ciążowych 

była istotnie wyższa niż w grupie o niskiej aktywności. Sugeruje to, że proteasomy 

nie uczestniczą tylko w procesie zapłodnienia lecz mogą odgrywać znaczącą 

pośrednią rolę w utrzymaniu ciąży zarówno na wczesnym jak i na późniejszym 

etapie. Aktywność systemu UPS teoretycznie po dalszych badaniach w przyszłości 
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może stanowić jeden z czynników prognozujący uzyskanie ciąży, a także 

uzupełnienie klasycznych, seminologicznych metod badania nasienia. 

Otrzymane wyniki dowodzą, że aktywność systemu ubikwityna-proteasom 

może być istotnym elementem determinującym jakość materiału genetycznego 

plemnika. Rolą proteasomów jest degradacja uszkodzonych, nieprawidłowych  

i niepotrzebnych białek w komórce. W plemnikach system ten może uczestniczyć w 

eliminacji białek uszkodzonych w wyniku stresu oksydacyjnego bądź starzenia się 

komórek, które negatywnie wpływają na proces zapłodnienia i rozwój zarodka. 

Jednym z możliwych mechanizmów jest wpływ proteasomów na integralność 

chromatyny plemnikowej. W trakcie speramtogenezy chromatyna jest intensywnie 

kondensowana poprzez zastępowanie histonów przez protaminy. Ma to kluczowe 

znaczenie dla stabilności materiału genetycznego. Zaburzenia tego procesu mogą 

prowadzić do uszkodzeń i fragmentacji DNA. W swoich badaniach m. in. Aitken  

i wsp. [91] wykazali, że wysoki poziom fragmentacji DNA w plemnikach jest 

związany ze zwiększonym ryzykiem niepowodzeń implantacji oraz poronień we 

wczesnej ciąży. Może to sugerować, że wyższa aktywność proteasomów sprzyja 

utrzymaniu prawidłowej jakości chromatyny w plemnikach. Innym potencjalnym 

mechanizmem jest udział proteasomów w procesach zachodzących bezpośrednio po 

zapłodnieniu. Po wniknięciu plemnika do oocytu zachodzi szereg zmian 

molekularnych prowadzących do utworzenia przedjądrzy oraz rozpoczęcia 

podziałów komórkowych. System UPS uczestniczy w degradacji białek ojcowskich 

i formowaniu wrzeciona kariokinetycznego. Zaburzenia w funkcjonowaniu tego 

systemu mogą prowadzić do nieprawidłowej aktywacji oocytu oraz zaburzeń 

wczesnego rozwoju zarodka, co może prowadzić do niepowodzeń implantacji, bądź 

wczesnych poronień. Równie istotnym czynnikiem mogą być procesy związane ze 

stresem oksydacyjnym. Plemniki są bardzo podatne na działanie reaktywnych form 

tlenu ze względu na wysoką zawartość wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 

w błonie komórkowej oraz ograniczoną zdolność do samonaprawy DNA. Stres 

oksydacyjny prowadzi do uszkodzeń białek, lipidów i materiału genetycznego, co 

może negatywnie wpływać na rozwój zarodka. System UPS usuwa białka 

uszkodzone oksydacyjnie, dlatego wyższa aktywność proteasomów może 
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ograniczać negatywne skutki stresu oksydacyjnego w plemnikach. W swoich 

badaniach Zini i Sigman [92] oraz Esteves i Agarwal [93] wykazali,  

że parametry jakości plemników takie jak fragmentacja DNA, poziom stresu 

oksydacyjnego czy zaburzenia epigenetyczne mogą być związane z większym 

ryzykiem poronień. W tym kontekście aktywność proteasomów w plemnikach może 

stanowić dodatkowy wskaźnik jakości plemników odzwierciedlający zdolność 

komórek do utrzymania prawidłowej homeostazy białkowej oraz integralności 

strukturalnej. Należy jednak zaznaczyć, że proces zagnieżdżenia zarodka  

i utrzymania ciąży jest złożony i zależy od wielu czynników. Kluczową rolę  

w dalszym rozwoju zarodka pełnią czynniki oocytarne oraz prawidłowe przejście 

matczyno-zygotyczne. Z tego względu aktywność proteasomów należy traktować 

tylko jako jeden z czynników mogący mieć wpływ na powodzenie reprodukcyjne. 

W przeprowadzonych analizach nie wykazano istotnych statystycznie 

zależności pomiędzy aktywnością proteasomów w plemnikach a parametrami 

morfokinetycznymi rozwoju zarodków. Taki wynik wskazuje, że pomimo 

zaobserwowanego wpływu systemu UPS na parametry ruchliwości plemników oraz 

na prawdopodobieństwo uzyskania ciąży aktywność proteasomów nie ma wpływu 

na wczesne podziały zarodka monitorowane w systemie time-lapse. Parametry 

morfokinetyczne, jakimi są czasy osiągnięcia kolejnych stadiów podziałów t2, t3, t5 

itd. odzwierciedlają tempo wczesnych podziałów zarodka. Źródła literaturowe 

podkreślają, że na początkowym etapie rozwoju zarodka dominują czynniki 

oocytarne. Cytoplazma oocytu zawiera liczne czynniki regulatorowe takie jak 

mRNA, białka enzymatyczne czy czynniki epigenetyczne regulujące przebieg 

pierwszych podziałów komórkowych. Po przejściu matczyno-zygotycznym, które u 

człowieka następuje zwykle pomiędzy stadium cztero- a ośmiokomórkowym 

dochodzi do aktywacji genomu zarodkowego i wzrasta udział materiału 

genetycznego pochodzącego od ojca w dalszym rozwoju zarodka. To wydaje się 

determinować niewielki wpływ gamety męskiej na wczesne podziały zarodkowe. 

Plemnik dostarcza do oocytu haploidalny zestaw chromosomów, niewielką ilość 

białek regulatorowych oraz własny system UPS. Wczesne etapy rozwoju zarodka są 

pod kontrolą oocytu, więc brak zależności pomiędzy aktywnością proteasomów  
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w plemnikach a parametrami morfokinetycznymi wydaje się uzasadniony z punktu 

widzenia biologicznego. Uzyskane w powyższej pracy wyniki są zgodne  

z doniesieniami innych badaczy, którzy wskazują, że system ubikwityna-proteasom 

w plemnikach uczestniczy przede wszystkim w procesach prowadzących do 

zapłodnienia komórki jajowej takich jak kapacytacja, reakcja akrosomalna czy 

penetracja osłonki przejrzystej, jak również w procesach bezpośrednio po 

zapłodnieniu, jak degradacja mitochondriów ojcowskich, tworzenie przedjądrzy czy 

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

Przeprowadzona analiza regresji logistycznej umożliwiła identyfikację 

czynników niezależnie związanych z wystąpieniem ciąży biochemicznej. 

Stworzono model, w którym uwzględniono zarówno aktywność proteasomów w 

plemnikach, jak i parametry morfokinetyczne rozwoju zarodków. Wykazał on 

istotność statystyczną oraz dobre dopasowanie do danych, co wskazuje na jego 

potencjalną wartość w ocenie czynników wpływających na powodzenie procedur 

wspomaganego rozrodu, choć jego wdrożenie do praktyki klinicznej wymaga 

oczywiście dalszych badań i potwierdzenia na niezależnym zbiorze danych.  

W modelu uwzględniono trzy zmienne: aktywność proteasomów w plemnikach 

oraz dwa parametry czasowe rozwoju zarodka (t5_med i t8), które należą do 

kluczowych wskaźników morfokinetycznych ocenianych w systemach time-lapse. 

Są to parametry opisujące czas osiągnięcia określonych stadiów podziałowych i są 

wykorzystywane jako markery potencjału rozwojowego zarodka. Zarodki 

osiągające kolejne etapy podziałów w określonych, optymalnych przedziałach 

czasowych cechują się większym prawdopodobieństwem implantacji i rozwoju 

ciąży [100, 101]. Model wskazuje, że aktywność proteasomów stanowi niezależny 

czynnik związany z większym prawdopodobieństwem uzyskania ciąży 

biochemicznej, co jest zgodne z innymi wynikami powyższego badania. Włączenie 

tego parametru do modelu regresji wskazuje, że jego znaczenie może mieć 

charakter prognostyczny. W odniesieniu do parametrów morfokinetycznych 

uwzględnionych w modelu, wydłużenie czasu osiągania kolejnych etapów 

podziałów wiązało się ze zmniejszeniem prawdopodobieństwa uzyskania ciąży. Jest 

to zgodne z danymi literaturowymi, które wykazują, że opóźnienia w dynamice 



105 

 

podziałów zarodkowych mogą świadczyć o zaburzeniach cyklu komórkowego, 

zaburzeniach metabolicznych lub materiału genetycznego [100, 101] W badaniach 

Milewskiego i wsp. podkreślono, że parametry czasowe rozwoju zarodków, 

analizowane w odniesieniu do median populacyjnych, stanowią istotne narzędzie 

selekcji zarodków o najwyższym potencjale implantacyjnym [101]. Należy również 

podkreślić, że uzyskany model ma charakter wstępny i wymaga dalszej walidacji. 

Niska liczebność analizowanej grupy oraz ograniczona liczba parametrów wskazują 

na konieczność przeprowadzenia badań na większej liczbie pacjentów w wielu 

ośrodkach oraz być może rozszerzenia modelu o kolejne parametry. Modele 

predykcyjne w medycynie, a szczególnie w medycynie rozrodu powinny być 

tworzone i testowane w różnych populacjach, aby zapewnić ich uniwersalność  

i wiarygodność. 

Podsumowując, system ubikwityna–proteasom może stanowić istotny 

element regulacyjny zarówno podstawowych parametrów ruchliwości plemników, 

jak i bardziej zaawansowanych procesów związanych z ich ostatecznym 

dojrzewaniem. Wzrost aktywności proteasomów wiąże się ze zmianą charakteru 

ruchu plemników w kierunku bardziej dynamicznego i chaotycznego. 

Zaobserwowano zwiększenie prędkości ruchu oraz częstotliwości pracy witki, przy 

równoczesnym spadku liniowości i prostoliniowości toru ruchu, co jest 

charakterystyczne dla hiperaktywacji. Jest to kluczowy element kapacytacji, 

niezbędny do zapłodnienia komórki jajowej. Uzyskane wyniki wskazują na istotne 

znaczenie aktywności proteasomów w kontekście klinicznych wyników procedur 

IVF. Wyższa aktywność związana była z większym prawdopodobieństwem 

uzyskania zarówno ciąży biochemicznej, jak i klinicznej oraz niższym ryzykiem 

poronienia. Jednocześnie nie wykazano zależności pomiędzy aktywnością 

proteasomów a parametrami morfokinetycznymi rozwoju zarodków, co 

prawdopodobnie wynika z faktu, że plemnik jest niezbędny do zapłodnienia oraz 

inicjacji rozwoju zarodka, a dalsze etapy są kontrolowane przez oocyt. Wyniki 

uzyskane w tym badaniu wskazują, że oznaczanie aktywności proteasomów  

w plemnikach może stanowić uzupełnienie standardowej diagnostyki 

seminologicznej nasienia. Szczególnie dotyczy to pacjentów o idiopatycznej 
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przyczynie niepłodności oraz przy kwalifikacji par do procedur IVF/ICSI. 

Aktywność proteasomów może stanowić funkcjonalny biomarker jakości 

plemników, który lepiej odzwierciedla ich zdolność do zapłodnienia niż klasyczne 

parametry seminologiczne. 
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6. Wnioski 
 

1. Aktywność proteasomów w plemnikach wykazuje istotne statystycznie 

związki z parametrami ruchu plemników ocenianymi metodą CASA. 

Wzrost aktywności proteasomów wiąże się ze zwiększeniem parametrów 

opisujących dynamikę ruchu plemników (MOM, VCL, BCF) oraz  

z obniżeniem parametrów liniowości toru ruchu (LIN, STR). 

 

2. Wyższa aktywność proteasomów jest związana ze zwiększonym odsetkiem 

plemników hiperaktywnych oraz zmniejszonym udziałem plemników 

ocenianych jako aktywne, co wskazuje na potencjalny udział proteasomów  

w inicjacji procesu hiperaktywacji. 

 

3. Aktywność proteasomów w połączeniu z informacją morfokinetyczną 

zarodka pozwala na stworzenie predyktora wystąpienia ciąży 

biochemicznej. 

 

4. Zarodki uzyskane z plemników o wyższej aktywności proteasomów mają 

większe szanse na implantacje oraz mniejsze szanse na poronienie. 

 

5. Aktywność proteasomów nie wykazuje istotnego wpływu na parametry 

morfokinetyczne zarodków, co sugeruje większą rolę komórki jajowej na 

tym etapie rozwoju. 

 

6. Aktywność proteasomów w plemnikach może stanowić obiecujący 

biomarker jakości plemników i potencjalne narzędzie wspomagające 

diagnostykę pacjentów w procedurach wspomaganego rozrodu. 
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8. Streszczenie w języku polskim 
 

Wprowadzenie: Niepłodność męska stanowi istotny problem kliniczny. 

Ocena standardowych parametrów seminologicznych nie zawsze w pełni 

odzwierciedla potencjał zapładniający plemników. Coraz większe znaczenie 

odgrywają funkcjonalne markery jakości plemników. Jednym z nich jest aktywność 

systemu ubikwityna–proteasom. Uczestniczy on w regulacji wielu procesów 

poczynając od spermatogenezy po kapacytację i hiperaktywację a także 

bezpośrednią interakcję z oocytem. 

Cel pracy: Celem pracy była ocena znaczenia aktywności proteasomów  

w plemnikach jako czynnika wpływającego na parametry ruchu oceniane systemem 

komputerowo wspomaganej analizy nasienia (CASA), skuteczność zapłodnienia  

i kliniczne wyniki procedur zapłodnienia pozaustrojowego. 

Materiał i metody: Badaniem objęto próbki nasienia pacjentów poddawanych 

procedurom IVF/ICSI. Oceniono aktywność proteasomów w plemnikach oraz 

przeanalizowano jej zależność z parametrami ruchliwości określanymi metodą 

CASA, w tym prędkością ruchu (VCL), częstotliwością pracy witki (BCF), 

liniowością (LIN), prostoliniowością (STR), odsetkiem plemników hiperaktywnych 

oraz całkowitą ruchliwością. Dodatkowo oceniono zależności pomiędzy 

aktywnością proteasomów a wynikami klinicznymi (ciąża biochemiczna, ciąża 

kliniczna, poronienie) oraz parametrami morfokinetycznymi rozwoju zarodków.  

W analizie statystycznej wykorzystano testy korelacyjne, analizy porównawcze oraz 

stworzono model regresji logistycznej. 

Wyniki: Wykazano, że wyższa aktywność proteasomów wiąże się  

z istotnymi zmianami w kinematyce ruchu plemników, obejmującymi wzrost 

prędkości ruchu i częstotliwości pracy witki oraz spadek liniowości  

i prostoliniowości toru ruchu. Zmiany te odpowiadają ruchowi hiperaktywnemu  

mogą wskazywać na udział proteasomów w procesie funkcjonalnego dojrzewania 

plemników. Stwierdzono również silną zależność pomiędzy aktywnością 
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proteasomów a całkowitą ruchliwością plemników oraz dodatni związek  

z odsetkiem plemników hiperaktywnych. 

Wyższa aktywność proteasomów była związana z większym 

prawdopodobieństwem uzyskania ciąży biochemicznej i klinicznej oraz  

z mniejszym ryzykiem poronienia. Jednocześnie nie wykazano istotnych zależności 

pomiędzy aktywnością proteasomów a parametrami morfokinetycznymi rozwoju 

zarodków.  

W stworzonym modelu regresji logistycznej aktywność proteasomów 

stanowiła niezależny czynnik związany z uzyskaniem ciąży biochemicznej, obok 

parametrów czasowych rozwoju zarodka. 

Wnioski: Aktywność proteasomów w plemnikach jest istotnym czynnikiem 

determinującym ich funkcjonalną jakość, wpływającym zarówno na parametry 

ruchliwości, jak i wyniki kliniczne leczenia niepłodności. System ubikwityna–

proteasom uczestniczy w regulacji procesów prowadzących do hiperaktywacji 

plemników oraz może odzwierciedlać ich potencjał zapładniający. Pomimo braku 

wpływu na morfokinetykę rozwoju zarodków, aktywność proteasomów stanowi 

obiecujący biomarker jakości plemników, który może uzupełniać standardową 

diagnostykę seminologiczną. Konieczne są dalsze badania w celu walidacji jego 

zastosowania przy procedurach wspomaganego rozrodu. 
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9. Streszczenie w języku 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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12. Zgoda komisji bioetycznej 
 

 

 


