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Assessment of the influence of oxidative stress on animal semen

Summary

Oxidative stress has

a significant impact on the quality of the mammalian semen. An excessive amount

of reactive oxygen species (ROS) present in the environment of the spermatozoa, which rises as a result of
prooxidative-antioxidative balance disorders, leads inter alia to a decrease of semen motility, changes in the
conformation of the spermatozoa membrane, acrosome damage, decrease of mitochondrial activity, and
appearance of the lipid peroxidation, which can become a cause of reduced fertility or infertility. For this
reason the estimation of the influence of oxidative stress on semen can turn out to be a very useful tool in
diagnostics of problems with fertility. Nowadays, in order to evaluate the intensity of the oxidative stress it
is possible to use the direct method and indirect method that evaluate both the amount of ROS in the semen
and the increase of changes in the spermatozoa caused by this compound. A precise analysis of the changes,
resulting from prooxidative-antioxidative balance disorders with use of a suitable method of analysis is a base

for accurate diagnosis.
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Stresem oksydacyjnym nazywamy zachwianie row-
nowagi pomig¢dzy nasileniem procesOw oksydacyj-
nych, prowadzacych do powstania nadmiernych ilo$ci
reaktywnych form tlenu (RFT) w $rodowisku a dzia-
faniem systemu antyoksydacyjnego, stanowigcego
naturalng obron¢ organizmu przed dzialaniem tych
zwigzkow (14). RFT moga powstawa¢ w organizmie
jako wynik reakcji zachodzacych podczas prawidlowe-
go metabolizmu komorek (28), jako element obronne;j
reakcji organizmu w procesach immunologicznych
oraz jako skutek dziatania czynnikow zewngtrznych.
Niewielkie ilosci RFT sg niezbednym elementem wielu
fizjologicznych procesdéw zachodzacych w gametach,
takich jak: dojrzewanie plemnikow, hiperaktywacja
i kapacytacja, reakcja akrosomowa oraz fuzja plemnika
z oocytem (13). Niemniej jednak RFT produkowane
w nadmiarze stanowig istotng przyczyne¢ ostabienia
jakosci nasienia, powodujac uszkodzenia waznych
sktadnikow komorkowych, tj. lipidow, biatek, DNA
czy cukrow (28). Ze wzgledu na duza reaktywnos¢
RFT oraz ich istotny wptyw na jakos$¢ plemnikow
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w nasieniu znajduje si¢ swoisty system obronny, ktory
tworzg zaréwno elementy enzymatyczne, jak i nie-
enzymatyczne. Komponent enzymatyczny systemu
antyoksydacyjnego nasienia stanowia: dysmutaza po-
nadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (GPx)
1 katalaza (CAT) (9, 21, 22, 27). Natomiast na uktad ni-
skoczasteczkowy sktadajg si¢ m.in. selen, witamina E,
kwas askorbinowy czy glutation (9, 21, 27). Glownym
zrodtem RFT w nasieniu zwierzat sg plemniki oraz
leukocyty. W gametach meskich odpowiedzialne za
produkcje RFT sg gtownie 2 elementy: mitochondria,
a doktadnie wyciek elektrondéw z tancucha oddechowe-
go prowadzacy do powstania anionorodnika ponadtlen-
kowego (O, ™), ktéry jest najwazniejszym generatorem
RFT w nasieniu oraz oksydaza btonowa NADPH
obecna w gtowce plemnikéw (5). Dodatkowo wyste-
powanie licznych wad morfologicznych w plemnikach,
a w szczegolnosci kropli cytoplazmatycznych (kropla
cytoplazmatyczna blizsza lub dalsza) 1 wad wstawki
w istotny sposob wptywaja na nasilenie produkcji RFT
w nasieniu (5). Leukocyty sg mniej istotnym zrédtem
RFT, gdyz system antyoksydacyjny, ktory jest skupio-
ny gtéwnie w plazmie nasienia, szybko prowadzi do
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inaktywacji produkowanych przez nie wolnych rodni-
kéw. Dopiero znaczna leukocytospermia, na poziomie
1 x 10° leukocytow/ml (7), oraz przeprowadzanie
procedur biotechnicznych na nasieniu, prowadzacych
do usunigcia plazmy nasienia, moga w istotny sposob
narusza¢ rownowage oksydacyjno-antyoksydacyjng
nasienia (1). Rozwijajacy si¢ stres oksydacyjny szyb-
ko prowadzi do znacznego spadku przezywalnosci
plemnikéw, powodujac pogorszenie jako$ci nasienia,
dlatego ocena jego nasilenia moze by¢ pomocnym na-
rzedziem w diagnostyce przyczyn obnizonej ptodnosci
oraz nieptodnos$ci u samcow.

Wykrywanie zawarto$ci reaktywnych form tlenu
w nasieniu

Zawarto$¢ RFT w nasieniu mozna zmierzy¢ zar6wno
metodami bezposrednimi, jak i posrednimi.

Do metod bezposrednich stuzacych do oceny za-
wartosci RFT w nasieniu zaliczamy mi¢dzy innymi:
radioliz¢ impulsowa oraz spektroskopig¢ elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (17). Metoda radio-
lizy impulsowej jest technikg stosowang w badaniach
radiacyjnych, polegajaca na pomiarze, przy pomocy
metod optycznych, poziomu absorpcji produktow
radiolizy, powstatych w wyniku dzialania na badany
material impulséw promieniowania pochodzacych
z akceleratora elektronow (30). Ze wzgledu na krotki
okres zycia RFT do radiolizy impulsowej uzywa si¢
najczesciej akceleratoréw o wysokiej czestotliwoscei,
tzw. akceleratorow z wedrujaca fala, pozwalajacych
na wygenerowanie impulséw o bardzo krotkim czasie
trwania. Istotng réznicg¢ pomiedzy absorpcja Swiatla
a absorpcja promieniowania radiacyjnego stanowi
fakt, ze w przypadku badania roztworow przy fotolizie
btyskowej energia pochlaniana jest przez substancje
rozpuszczong, podczas gdy przy radiolizie impulso-
wej w sposob niespecyficzny przez rozpuszczalnik
(30). Metoda ta nie tylko umozliwia detekcj¢ RFT, ale
rowniez $ledzenie dynamiki reakcji przebiegajacych
z ich udziatem.

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramag-
netycznego, nazywana takze spektroskopig elektrono-
wego spinowego rezonansu, jest metodg umozliwiajaca
identyfikacj¢ m.in. wolnych rodnikow i zwigzkow
zawierajacych niesparowane elektrony, polegajaca
na ocenie spinéw elektronéw (31). Badany materiat
poddaje si¢ najczesciej dziataniu promieniowania
mikrofalowego o statej czgstotliwosci oraz zmiennego
pola magnetycznego. Aby umozliwi¢ doktadng ocene
uktadow biologicznych zwierajacych wolne rodniki,
ze wzgledu na ich fizjologicznie niskie stezenie w or-
ganizmie, zaprojektowano specjalne ,,putapki spino-
we”, czyli zwigzki, ktore tatwo i efektywnie tworza
z wolnymi rodnikami trwate formy (31). Duza zaleta
tej metody jest fakt, ze pozwala ona na oceng zar6wno
reakcji chemicznych, jak i proceséw fizycznych, nie
ingerujac w ich przebieg.
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Ze wzgledu na koniecznos$¢ posiadania specja-
listycznego sprzetu, krotki okres pottrwania RFT
w Srodowisku, nie zawsze wystarczajaco duza obje-
to$¢ badanej prébki oraz konieczno$¢ uzywania do
oznaczen $wiezego materiatu, metody bezposrednie sg
w praktyce rzadko stosowane do oznaczania st¢zenia
RFT w nasieniu.

Najbardziej rozpowszechniong metodg posrednig
stuzaca do oceny stezenia RFT w nasieniu jest che-
miluminescencja, polegajaca na ocenie emisji fal
swietlnych powstajacych podczas niektorych reakcji
chemicznych, umoZliwiajqca okreslenie zaréwno
populacji zewnatrz-, jak i wewnatrzkomorkowej tych
zwiazkow, w zalezno$ci od uzytego substratu (17).
Oceng przeprowadza si¢ przy uzyciu czutych ,,sond”,
takich jak np. lucygenina czy luminol, ktory pod wpty-
wem RFT latwo ulega utlenieniu w neutralnym pH
(17). Uzycie luminolu umozliwia oceng obu populacji
RFT: zewnatrz- i wewnatrzkomdrkowej, podczas gdy
lucygeniny tylko populacji zewnatrzkomorkowe;j (1 7)

Do wykrywania stresu oksydacyjnego w nasieniu
mozna takze stosowa¢ fluorescencje. Podstawowym
barwnikiem stuzacym do tego celu jest carboxy-
-H,DCFDA, czyli zredukowana, zacetylowana forma
ﬁuorescemy, pozwalajaca na oceng¢ wewnatrzkomor-
kowej produkcji RFT (18). Substancja ta w pierwotnej
formie nie emituje fal $wietlnych. Zasada dziatania me-
tody z uzyciem carboxy-H,DCFDA opiera si¢ na zjawi-
sku pojawienia si¢ zielonej fluorescencji w czasteczce
po odtaczeniu od niej grup acetylowych. Podjednostki
te s3 odlaczane przez wewnatrzkomorkowe esterazy
lub na drodze oksydacji wywotanej aktywnoscig RFT.

Ocena parametrow ruchowych plemnikéw

Pierwszym objawem rozwoju stresu oksydacyjnego
w nasieniu jest spadek ruchliwosci plemnikéw (6)
spowodowany wyczerpywaniem si¢ zapaséw ATP
w komorce oraz zahamowaniem fosforylacji biatek
aksonemy (3), za ktére odpowiedzialne sg przede
wszystkim anionorodnik ponadtlenkowy (O,™) oraz
nadtlenek wodoru (H,0,). Z tego wzglgdu doktadna
analiza parametr(')w ruchowych plemnikow moze by¢
bardzo dobrg i czutg metoda stuzaca do wykrywama
plerwszych symptomow sw1adczqcych 0 pojawieniu
si¢ stresu oksydacyjnego w nasieniu. Najlepsza me-
toda analizy ruchliwos$ci gamet meskich jest ocena
wspomagana komputerowo (CASA), od ponad 30
lat uzywana w andrologii. Pozwala ona na szybkie,
doktadne i obiektywne przeprowadzenie badania. Na
rynku dostepnych jest wiele komercyjnych systeméw
stuzagcych do komputerowej oceny nasienia, tj. ana-
lizator ruchu Stromberg-Mika Cell, Hobson Sperm
Tracker, Cell Tracks System, Hamilton-Thorne 1 inne,
jednak zasada ich dziatania jest taka sama (24). Kazdy
system sktada si¢ z mikroskopu kontrastowo-fazowe-
go, kamery, stolika grzewczego, przetwornika obrazu
oraz komputera (24). Gtéwnym zadaniem systemu jest
ocena ruchliwosci plemnikow poprzez odtwarzanie tra-
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jektorii ich ruchu. Pozwala to w krotkim czasie uzyskaé
wiele informacji na temat odsetka plemnikoéw ruchli-
wych, odsetka plemnikéw o ruchu postepowym oraz
obszerng baz¢ danych na temat parametréw odnosza-
cych si¢ do szybkosci ruchu komérek i liniowosci jego
toru (19). Zauwazalny spadek ruchliwosci plemnikow
jest jedna z pierwszych oznak prognostycznych stresu
oksydacyjnego, przez co moze sta¢ si¢ pomocnym
narz¢dziem diagnostycznym.

Ocena zmian strukturalnych oraz funkcjonalnych
plemnikéw wywotanych przez stres oksydacyjny

Do oceny zmian strukturalnych oraz funkcjonal-
nych plemnikéw stosuje si¢ tradycyjne metody mi-
kroskopowe (12) oraz cytometri¢ przep{ywowq (12
18). Cytometria przeplywowa jest jedna z najczgsciej
stosowanych w andrologii metod analitycznych. Jej
zaletg jest mozliwo$¢ przeprowadzenia obiektywnej
oceny duzej, reprezentatywnej ilosci elementow ko-
morkowych, co daje bardzo duze mozliwos¢ analitycz-
ne. W polaczeniu z barwieniami fluorescencyjnymi
cytometria przeplywowa pozwala na ocen¢ rodzaju
fluorescencji oraz 1ntensywnos01 zabarwienia bada-
nych komérek. Dzigki uzyciu réznych fluorochroméw
lub zwigzkéw skoniugowanych z fluorochromami
mozliwa jest doktadna i obiektywna ocena oraz
monitorowanie zmian zachodzacych w nasieniu, tj.
ocena: zywotnosci plemnikow, zmian zachodzacych
w blonie komoérkowej plemnikéw zaréwno w prze-
biegu procesow fizjologicznych (kapacytacja), jak
1 patologicznych (apoptoza), nasilenia peroksydacji
lipidéw, integralnosci DNA 1 innych (15, 18). Daje to
m.in. mozliwo$¢ szybkiego 1 precyzyjnego okreslenia
stopnia nasilenia zmian w plemnikach, wywotlanych
dzialaniem stresu oksydacyjnego.

Ocena nasilenia peroksydacji lipidow
w blonie komérkowej plemnikéw

Podstawowym procesem wywolanym przez obec-
nos$¢ w srodowisku RFT i prowadzacym do powaznych
uszkodzen komorek jest peroksydacja lipidow (9). Ze
wzgledu na budowe¢ btony komoérkowej plemnikow,
charakteryzujaca si¢ wysokg zawartos$cig nienasy-
conych kwasow ttuszczowych, gamety meskie sa
szczegOlnie narazone na ten rodzaj uszkodzen (12).
Peroksydacja lipidow jest tancuchowym, wolnorod-
nikowym procesem utleniania lipidow, prowadzacym
do powstania nadtlenkow lipidow oraz aldehydow (9).
Jest to istotne dla jako$ci nasienia zjawisko, w wyniku
ktérego dochodzi do zmiany ptynnosci oraz utraty in-
tegralno$ci blony komoérkowej plemnikéw, co zaburza,
a w skrajnych przypadkach uniemozliwia spetnianie
fizjologicznych funkcji przez gamety meskie (9).
Prosta i skuteczng metodg oceny nasilenia peroksydacji
lipidéw w nasieniu jest test z uzyciem kwasu tiobar-
biturowego (TBA) (12). Wykorzystuje on zjawisko
zachodzenia barwnej reakcji kwasu z dialdehydem
malonowym, powstajacym na drodze dekompozycji
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wodoronadtlenkow lipidéw pod wplywem takich
czynnikow, jak kwasne pH, wysoka temperatura oraz
obecnos¢ sladowych ilosci metali, wptywajacych
pozytywnie na szybko$¢ tej reakcji (2, 12). Poziom
dialdehydu malonowego okresla si¢ metoda kolory-
metryczna.

Inng metoda pozwalajgca na oznaczenie nasilenia
peroksydacji lipidow w komorkach jest test z uzyciem
barwnika fluorescencyjnego C, BODIPY*"™'  ktéry
fatwo wnika do btony komodrkowej plemnikéw (4).
W metodzie tej wykorzystuje si¢ wrazliwos¢ tego
fluoroforu na utlenianie. Wyjsciowo C,, BODIPY**"**!
emituje $wiatto w zakresie widma czerwonego o dhu-
gosci fali okoto 590 nm. W odpowiedzi na utlenianie
reszty wielonienasyconego butadienylu, bedacego
czegscig tego barwnika, dochodzi do zmiany dlugosci
fali emitowanego $wiatta na 510 nm, co skutkuje po-
jawieniem si¢ zielonej fluorescencji. Zmiana dtugosci
fali emitowanego $wiatta moze by¢ fatwo monitorowa-
naioceniona za pomocg mikroskopii fluorescencyjne;j
czy cytometrii przeptywowej (4).

Ocena zywotnosci plemnikow

Zachowanie ciaglo$ci blony komoérkowej jest jed-
nym z niezbednych warunkow dla przezycia komorek.
Stres oksydacyjny oddzialujacy na plemniki prowadzi
m.in. na drodze peroksydacji lipidow do utraty inte-
gralnosci btony komorkowej, co w dalszej perspekty-
wie skutkuje $miercig tych komorek. Popularnym bar-
wieniem fluorescencyjnym stosowanym w andrologii
do oceny zywotnosci plemnikow oraz zwigzanej z nig
ciggtosci bton komorkowych jest ztozone barwienie
z uzyciem fluorochroméw SYBR-14 oraz jodku pro-
pidyny (PI) (18). Zaleta tego barwienia w porOwnaniu
z innymi metodami stuzagcymi do oceny zywotnosci
plemnikow jest fakt, ze sktadniki rozrzedzalnikéw
stosowanych w procedurach konserwacji nasienia nie
wplywaja na jego wynik. SYBR-14 po zwigzaniu si¢
z jadrem komorkowym zywych plemnikéw emituje
$wiatto o dtugosci fali 518 nm, powodujac tym samym
pojawienie si¢ jasnej zielonej fluorescencji (8, 10).
W sytuacji, gdy komorki zaczynaja traci¢ integralnos¢
btony komorkowej, do ich wnetrza zaczyna wnika¢ PI,
powoduJ ac wypleranle fluorochromu SYBR-141poja-
wienie si¢ czerwonej fluorescencji w zakresie dtugosci
fali 535-617 nm (10). Zmiana koloru fluorescencji
rozpoczyna si¢ w tylnej czesci gtowki 1 postepuje ku
przodowi. Na podstawie tego barwienia w ejakulacie
mozna wyrdzni¢ 3 populacje komoérek: plemniki zywe,
o zachowanych parametrach ruchowych (SYBR-14+/
PI-), komorki zamierajace (SYBR-14+/PI+) oraz
plemniki martwe (PI+/SYBR-14-), dajace doktadne
informacje na temat zywotnosci komorek (10).

Ocena struktury chromatyny

Dzieki swojej wysokiej reaktywnosci RFT moga
bezposrednio oddzialywaé na DNA komorki, powodu-
jac uszkodzenia materiatu genetycznego plemnikow.
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Jedna z najczegsciej stosowanych w andrologii metod
oceny uszkodzen DNA w plemnikach jest barwienie
fluorescencyjne z uzyciem oranzu akrydyny — OA (tzw.
Sperm Chromatin Structure Assay — SCSA) sl’quce do
oceny struktury chromatyny, przeprowadzane najcze-
$ciej z uzyciem cytometrii przeptywowej. Uwaza sie,
ze SCSA jest najbardziej doktadng oraz powtarzalng
metoda pozwalajaca na ocen¢ fragmentacji DNA
w gametach samcow oraz wykrycie nieprawidtowych
plemnikow, w ktorych w przebiegu kondensac_]l
chromatyny doszto do zaburzenia procesu Zamlany
histondw na protaminy (8, 23). Oranz akrydyny quze
si¢ z kwasami nukleinowymi i po wzbudzeniu $wia-
tlem o dtugosci fali 488 nm powoduje pojawienie si¢
fluorescencji o barwie zielonej (o dtugosci fali 515-
-530 nm), w przypadku taczenia si¢ z nieuszkodzona,
podwojna helisg oraz czerwonej (o dtugosci fali 630-
-640 nm) w przypadku taczenia si¢ z pojedynczg nicig
kwasu nukleinowego (18). Zasada metody opiera si¢
na fakcie, ze w kwasnym $rodowisku, w sytuacji gdy
doszto do uszkodzenia lub ostabienia struktury chro-
matyny, ni¢ DNA tatwo ulega denaturacji, w wyniku
ktorej powstaja jednoniciowe fragmenty DNA (25). Na
podstawie testu SCSA mozna wyr6zni¢ 3 populacje
komorek: plemniki prawidtowe, plemniki dojrzate
wykazujace fragmentacje DNA okreslang za pomoca
tzw. indeksu fragmentacji DNA (DFI - DNA fragmen-
tation index) oraz plemniki niedojrzate, w ktorych nie
doszto do kondensacji chromatyny (HDS — high DNA
stainability) (25). Oranz akrydyny mozna rowniez sto-
sowa¢ w potaczeniu z oceng preparatoOw przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego — tzw. acridine orange
test (AOT) (29).

Ocena nasilenia apoptozy

Jednym z procesow indukowanych przez RFT jest
takze apoptoza. W warunkach ﬁZJologlcznych Jest to
jeden z procesoOw zwigzanych z I‘OZWO_] em organizmu,
polegajacy na ,,zaprogramowanej” $mierci komorki.
Dzigki swojej duzej reaktywnosci RFT moga do-
prowadzi¢ do uszkodzenia bton mitochondrialnych
plemnikow, skutkujacego uwolnieniem cytochromu
C 1 aktywacja kaspaz (5) oraz czynnika aktywujacego
apoptoze (AIF) uszkadzajacego bezposrednio DNA
komorki 1 tym samym doprowadzi¢ do $mierci ko-
morki na drodze apoptozy (17). W andrologii stosuje
si¢ kilka r6znych metod oceny zmian apoptotycznych
w plemnikach, do ktérych naleza m.in.: 1) ocena sub-
telnych zmian w btonie komdrkowej typowych dla
wczesnej apoptozy, 2) wykrywanie aktywacji kaspaz
(FLICA — fluorochrome labeled inhibitors of caspa-
ses), 3) wykrywanie fragmentacji DNA oraz 4) ocena
potencjatu btonowego mitochondriow.

Jednym z pierwszych objawdw apoptozy w komor-
kach jest pojawienie si¢ subtelnych zmian w blonie
komorkowej plemnikow. Jedng z nich jest utrata
charakterystycznej asymetrii blony komorkowej prze-
jawiajaca si¢ m.in. poprzez eksternalizacje fosfatydy-
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loseryny (26), przebiegajaca bez naruszenia integral-
nosci plazmolemmy. Do wykrywania przemleszczema
fosfatydyloseryny stosuje si¢ barwienie z uzyciem
aneksyny V, biatka zaleznego od jonéw wapniowych
o duzym powinowactwie do fosfatydyloseryny, sko-
niugowanego np. z fluorochromem izotiocyjanianiem
fluoresceiny (FITC), dajacego zielong fluorescencje
w zakresie dtugosci fali 488-499 nm oraz PI. Dzigki tej
metodzie mozna wyr6znic 4 populacje komorek: plem-
niki zywe o prawidlowej konformacji btony komor-
kowej (Annexin-V—/PI-), komorki z objawami weze-
snej apoptozy (Annexin-V+/PI-), plemniki w p6znej
apoptozie (Annexin-V+/PI+) oraz komorki martwe
(Annexin-V—/PI+) (26). Ocenq subtelnych zmian
w blonie komorkowej mozna rowniez przeprowadzié
przy pomocy barwnika YO-PRO-1. Fluorochrom ten
emituje zmlonq fluorescencj¢ o dlugosci fali 530 nm
(16). Przy uzyciu barwienia z YO-PRO-1 oraz PI lub
homodimeru bromku etydyny (Eth) mozna rowniez
wyrozni¢ 4 populacje komorek: plemniki zywe (YO-
-PRO-1-/PI-), komorki we wczesnym stadium apop-
tozy (YO-PRO-1+/PI-), w ktérych doszto do zmian
konformacji btony komoérkowej powodujacych, ze
btona ta staje si¢ czgsciowo przepuszczalna, plem-
niki we wczesnym (YO-PRO-1+/PI+) oraz péznym
(YO-PRO-1-/PI+) stadium nekrozy (20). Innym flu-
orochromem, pozwalajagcym na $ledzenie subtelnych
zmian w zewngtrznej warstwie btony komodrkowe;j
plemnikéw, ale przeblegajqcych na wczesnym etapie
kapacytacji, jest merocyjanina 540 (18). Barwienie
z _]e_] uzyciem pozwala na odréznienie procesu fizjolo-
gicznego, w ktérym dochodzi do zmiany konformacji
btony, od patologicznego, jakim jest apoptoza.

Do wykrywania w komorkach aktywnych kaspaz
stosuje si¢ czgsto marker FITC-VAD-FMK, skfadajacy
si¢ z mogacego przenika¢ przez btony komodrkowe
biatka, bedacego inhibitorem kaspaz skoniugowanego
z fluorochromem FITC (20). Po wniknieciu do komor-
ki i zwigzaniu si¢ markera z aktywnymi kaspazami,
barwnik emituje fale o dtugosci 535 nm, powodujac
pojawienie si¢ zielonej fluorescencji. W potaczeniu
z dodatkowym fluorochromem, tj. jodkiem propi-
dyny czy homodimerem etydyny, na podstawie tej
metody barwienia mozna wyr6zni¢ 4 populacje ko-
morek: plemniki zywe bez cech apoptozy (ZVAD—/
PI-), komorki zywe, w ktorych doszto do aktywacji
kaspaz (ZVAD+/PI-), komorki martwe wykazujace
aktywnos¢ kaspaz (ZVAD+/PI+) oraz plemniki martwe
(ZVAD—/PI+) (20).

Podczas apoptozy w komodrkach dochodzi do frag-
mentacji DNA na drodze endonukleolitycznej degra-
dacji. Metoda pozwalajaca na oceng tych zmian jest
test ,, TUNEL” (terminal deoxynucleotidyl transferze
dUTP nick end-labeling) z uzyciem egzogennej kon-
cowej transferazy deoksynukleotydylowej TdT, przy-
laczajacej sie do koncow 3’ fragmentdw nici DNA,
skoniugowanej z FITC (26). Waznym elementem
protokotu barwienia jest utrwalenie komoérek przy
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uzyciu 1% formaldehydu, znacznie ograniczajacego
wyplukiwanie niskoczasteczkowych fragmentow DNA
powstajacych w przebiegu apoptozy, ktore sg 1zejsze
od fragmentow DNA powstajacych np. przy martwicy
komorek czy pod wptywem promieniowania jonizujg-
cego (26). Metoda ta pozwala na wyrdznienie komorek
nekrotycznych 1 apoptotycznych, ktore sg preferencyj-
nie znakowane w tym barwieniu (TUNEL+) oraz ko-
morek zywych (TUNEL-). Ocena fragmentacji DNA
jest powszechnie stosowang metoda diagnostyczng
w medycynie ludzkiej, a na rynku dost¢pne sg juz
komercyjne testy do jej analizy.

Potencjal bton mitochondrialnych plemnikéw moz-
na oceni¢ przy uzyciu barwnikéw potencjometrycz-
nych, tj. JC-1 czy rodaminy 123. W przypadku komo-
rek zywych dochodzi do wychwytu tych barwnikow
1 ich akumulacji w komorce, ktoérej stopien jest mie-
rzony za pomocg intensywnosci fluorescencji (26).
JC-1 po wzbudzeniu emituje fale Swietlne o dtugosci
od 529 nm (zielona fluorescencja) do 590 nm (poma-
ranczowa fluorescencja) w zaleznosci od potencjatu
bton mitochondrialnych (11). Metoda z uzyciem
barwnika JC-1 pozwala na wyr6znienie 3 populacji
plemnikéw: komorek o wysokim potencjale blonowym
mitochondriow, w ktérych JC-1 tworzy multimetrycz-
ne agregaty (pomaranczowa fluorescencja), komoérek
o niskim potencjale btony mitochondriow, w ktorych
barwnik ten wystepuje w postaci monomerow (zielona
fluorescencja) oraz plemnikéw o §rednim potencjale
btonowym mitochondriéow (fluorescencja pomaran-
czowo-zielona) (20).

Stres oksydacyjny jest zjawiskiem wplywajacym
w istotny sposob na jako$¢ nasienia samcow. Reak-
tywne formy tlenu oddziatuja bezposrednio na elemen-
ty budulcowe plemnikow, tj. lipidy, biatka czy kwasy
nukleinowe, powodujac nie tylko uposledzenie funkcji
komorek, ale takze w zaawansowanych przypadkach
ich $mier¢. Podstawowymi objawami wyst¢powania
stresu oksydacyjnego w nasieniu sg: zwigkszona za-
warto$¢ RFT, spadek ruchliwo$ci plemnikow, nasilenie
peroksydacji lipidow, pojawienie si¢ uszkodzen DNA
w komorkach oraz objawow §wiadczacych o aktywacji
szlakow apoptotycznych, ktore nieuchronnie prowa-
dza do $mierci plemnikoéw. Obecnie istnieje wiele
metod pozwalajacych zardbwno na oceng zawartosci
RFT w nasieniu, jak i indukowanych przez nie zmian
w plemnikach, a szybka i dokladna ocena nasilenia
stresu oksydacyjnego w nasieniu jest waznym elemen-
tem w diagnostyce 1 leczeniu przypadkdw obnizonej
ptodnosci oraz nieptodnosci u samcow.
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