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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Nieptodno$(¢ jest problemem wielu par w wieku rozrodczym. Szacuje sie, ze w Polsce 0,7-1,0
miliona par wymaga leczenia, przy czym dla ponad potowy z nich rozréd wspomagany jest
jedyna rekomendowana i skuteczna metoda. Problem nieptodnosci dotyczy 13-15% populacji
$wiatowej. Powaznym zagadnieniem jest zmniejszajaca sie ptodnosé kobiet, ktéra wynika z
coraz pdzniejszego podejmowania przez nie decyzji o zajsciu w cigze. Prowadzone w ostat-
nich latach badania wskazuja, ze zwiekszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu jest
waznym czynnikiem w etiopatologii ciagzy i wptywa na reprodukcje kobiet po 35 roku zycia.
Stwierdzono, ze stres oksydacyjny moze uszkadza¢ oocyty oraz uposledza¢ ich zdolno$¢ do
zaptodnienia, powodowa¢ fragmentacje zarodkéw i powstawanie w nich licznych nieprawi-
dlowosci rozwojowych, a takze moze by¢ jedng z waznych przyczyn poronieri samoistnych
oraz nawykowych. W ostatnich latach techniki rozrodu wspomaganego medycznie staty sie
waznym narzedziem w walce z nieptodno$cig. Mimo badan majacych na celu udoskonalenie
zaptodnienia metoda in vitro, jej skuteczno$¢ jest wciaz niezadowalajaca. Znaczny wptyw
na powodzenie zaptodnienia metodg in vitro moze mie¢ zaréwno sposéb postepowania w
czasie procedury transferu, jak i wiele réznych czynnikéw pochodzacych ze srodowiska.
Poznanie czynnikéw wptywajacych na powodzenie zaptodnienia metoda in vitro moze po-
méc w zwiekszeniu jej skutecznosci. Jednym z czynnikéw majacych niekorzystny wptyw na
zaptodnienie ta metoda jest stres oksydacyjny.

stres oksydacyjny - reaktywne formy tlenu - nieptodnosc zeriska - zaptodnienie in vitro

Summary

Infertility problem involves many couples of reproductive age. It has been estimated that in
Poland 0.7-1.0 million pairs require treatment, while for more than half of them assisted re-
production is the only recommended and effective method. Infertility affects 13 to 15% of the
world’s population. A major concern is the age-related decline in female fertility even more
that often a decision about pregnancy is taken at later age. Recent studies show that increased
production of reactive oxygen species is an important factor in etiopathogenesis of pregnancy
and affects female reproduction. It was found that oxidative stress may damage the oocytes and
may impair their fertilization capacity. Oxidative stress may also lead to embryo fragmentation
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and formation of numerous developmental abnormalities, and is regarded to be one of the
important reasons of spontaneous and recurrent miscarriage. Moreover, overproduction of
reactive oxygen species has a significant impact on the success of in vitro fertilization (IVF).
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Wsrep

Nieptodno$¢ zostata zakwalifikowana przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia (WHO) do choréb cywilizacyjnych.
Obecnie problem dotyczy 13-15% populacji $wiatowe;.
Szacuje sie, ze w Polsce 0,7-1,0 miiliona par wymaga
leczenia, przy czym dla prawie potowy z nich rozréd
wspomagany jest jedyna rekomendowang i skuteczna
metodg [22,32]. Przyczyny nieptodno$ci moga zalezeé
zaréwno od kobiety, jak i mezczyzny, a w wielu przy-
padkach wspétistniejg oba czynniki. Powaznym pro-
blemem jest coraz mniejsza ptodnos$¢ kobiet, bedaca
wynikiem podwyzszenia granicy wiekowej przy podej-
mowaniu decyzji o posiadaniu potomstwa. Gtéwna
przyczyng zwigzanego z wiekiem spadku ptodnosci
jest wzrost nieprawidtowosci genetycznych zachodza-
cych w starzejacych sie komérkach jajowych. Zwiek-
sza to odsetek poronieti oraz ryzyko wad wrodzonych
u potomstwa. Ptodnos¢ kobiety obniza si¢ nieznacznie
juz okoto 20 roku zycia, a wyrazne jej obnizenie obser-
wuje sie okoto 35 roku zycia w zwigzku z gwattownie
zmniejszajaca sie liczbg pecherzykéw pierwotnych w
jajniku. Ryzyko poronienia rozpoznanego, jak i nie-
rozpoznanego u kobiet po 40 roku zycia szacuje sie na
okoto 75%, podczas gdy przed 30 rokiem zycia nie prze-
kracza 7-15% [1].

Proces rozmnazania charakteryzuje sie mata wydaj-
noécia. Dane literaturowe wskazuja, ze az 30-50% ciaz
koniczy sie samoistnym poronieniem przed koricem
pierwszego trymestru cigzy, przy czym wiekszo$¢ z nich
zdarza sie juz w czasie implantacji zarodka. Poronie-
nia nawykowe wystepuja u 0,5-3% kobiet w rozrodczym
przedziale wiekowym, z czego ponad potowe okreéla
sie poronieniami idiopatycznymi [22]. Do najczestszych
przyczyn nieplodnosci zefiskiej naleza: zaburzenia owu-
lacji, niedrozno$¢ jajowoddéw, wrodzone i nabyte nie-
prawidtowos$ci budowy narzadu ptciowego, zakazenia,

endometrioza. Za jedng z waznych przyczyn zaburzer
zwigzanych z nieptodnoscia uwaza sie wystepowanie
stresu oksydacyjnego.

ZLIAWISKO STRESU OKSYDACYINEGO

Stres oksydacyjny jest wynikiem nadmiernej aktywno-
$ci reaktywnych form tlenu (RFT), zachodzacej z powodu
zachwiania réwnowagi miedzy ich powstawaniem i usu-
waniem przez systemy antyoksydacyjne. Wéréd RFT
istotne znaczenie ma anionorodnik ponadtlenkowy
(0,7) oraz produkty jego konwersji, takie jak nadtlenek
wodoru (H,0,), rodnik hydroksylowy (OH') oraz nadtle-
noazotyn (ONOO), ktéry jest reaktywng forma azotu
(RFA). RFT i RFA szybko wchodza w reakcje, w tym tafi-
cuchowe, reagujg z biatkami, lipidami, cukrami i kwa-
sami nukleinowymi obecnymi w komdérkach, powodujac
powstanie wtérnych produktéw wolnorodnikowych.
Reaktywne formy tlenu sa produktami metabolizmu tle-
nowego zachodzacego w komdrkach w warunkach fizjo-
logicznych. Organizmy zywe wytwarzajg RFT w wielu
podstawowych procesach biochemicznych, takich jak
taficuch oddechowy, metabolizm nukleotydéw puryno-
wych, mikrosomalny cykl hydroksylacyjny (cytochrom
P-450), czy cykl przemian kwasu arachidonowego (szlak
cyklooksygenazy i lipooksygenazy). Produktem tych
reakcji jest najczesciej anionorodnik ponadtlenkowy lub
nadtlenek wodoru.

W warunkach homeostazy, reaktywne formy tlenu
odgrywaja role mediatordw i regulatoréw wielu pro-
ceséw komérkowych [30]. RFT sa odpowiedzialne za
réznicowanie i apoptoze komérek, wptywajg na syn-
teze, uwalnianie lub inaktywacje tlenku azotu oraz
pobudzaja transport glukozy do komérek. Przez
zwiekszanie przepuszczalno$ci $cian naczyn wlosowa-
tych warunkuja prawidtowy przebieg reakcji zapalne;.
RFT biorg tez udziat w regulacji proceséw przeka-
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zywania sygnatéw z komérki do komérki oraz w jej
obrebie. Anionorodnik ponadtlenkowy oraz nadtle-
nek wodoru ze wzgledu na matg reaktywnos¢, selek-
tywnos¢ oraz statg dostepno$é w komérce sa dobrymi
przekaznikami informacji np. w szlaku cyklazy ade-
nylanowej czy fosfolipazy C [30]. RFT mogg réwniez
uczestniczy¢é w hamowaniu funkcji receptordéw, gtéw-
nie tych, ktére zawieraja grupy -SH. Wiekszo$¢ biatek
zawierajacych grupy tiolowe jest inaktywowana przez
RFT, ale znane sg tez biatka, ktérych aktywnos$é w ich
obecno$ci wzrasta. Do takich biatek zalicza sie m.in.
cyklaze guanylanowg oraz 5-lipooksygenaze, bedaca
7rédtem wolnych rodnikéw generowanych przez
pobudzone limfocyty. Enzym ten utlenia wielonie-
nasycone kwasy ttuszczowe, a powstajace metabolity
utrzymujg wewnatrzkomérkowa réwnowage oksyda-
cyjna aktywujac szlaki przekazywania sygnatu i eks-
presje genéw [17].

Wolne rodniki sa wytwarzane przez komérki fagocy-
tujace (granulocyty, monocyty i makrofagi) i wykorzy-
stywane do eliminacji patogenéw. Zjawisko to, zwane
,wybuchem tlenowym” jest zwigzane z kilkudziesiecio-
krotnym wzrostem zuzycia tlenu i wykorzystaniem go
do wytworzenia i uwolnienia duzych ilo$ci anionorod-
nika ponadtlenkowego - prekursora rodnika hydroksy-
lowego. RFT uczestnicza réwniez w eliminacji pasozytéw
oraz czynnikéw potencjalnie chorobotwérczych poja-
wiajacych sie w jamie ustnej. Wyniki badan wskazuja, ze
reaktywne formy tlenu majg udziat w regulacji proceséw
immunologicznych. RFT zwiekszaja aktywacje limfocy-
téw T oraz indukujg ich adhezje do $rédbtonka, dzieki
temu mozliwe jest ich przenikanie z uktadu krazenia do
miejsca reakcji zapalnej [17]. Regulatorowe dziatanie
H,0, w niskich stezeniach przejawia si¢ takze w akty-
wagcji czynnika jgdrowego NF-kB, pelniacego role akty-
watora ekspresji wielu gendw. Geny znajdujgce sie pod
kontrola tego czynnika koduja np. cytokiny (IL-1b czy
IL-6), biatka odporno$ciowe, tioredoksyne oraz dysmu-
taze ponadtlenkowa [6,15].

Reaktywne formy tlenu indukuja proces apoptozy,
umozliwiajac eliminacje uszkodzonych komérek, ktére
moga zagraza¢ organizmowi i doprowadzi¢ do rozwoju
choroby nowotworowej. Wptyw wolnych rodnikéw tle-
nowych na komérki zalezy w duzym stopniu od ich
stezenia i czasu dziatania. W malych stezeniach RFT pet-
nig funkcje fizjologiczne, wyzsze stezenia sg toksyczne
dla komérek i powoduja ich uszkodzenie. Im wieksza
reaktywno$cia odznacza sie utleniacz, tym jest mniej
wybidrczy w stosunku do czgsteczek bedacych jego
celem [30]. Badania dowodza, ze reaktywne formy tlenu
biora udziat w etiologii wielu schorzen, maja tez wpltyw
na cykl reprodukcyjny kobiet, oddziatywaja nati przez
caly okres zycia. Wystepowanie zjawiska stresu oksyda-
cyjnego obserwuje sie w nawracajacych poronieniach,
poronieniach o charakterze idiopatycznym, zaburze-
niach embriogenezy oraz w rozwoju ptodu. Stres oksy-
dacyjny moze tez mieé znaczny wptyw na powodzenie
zaptodnienia metoda in vitro.

UbziAt REAKTYWNYCH FORM TLENU W FUNKCJONOWANIU UKEADU
ROZRODCZEGO KOBIETY

Wiele danych wskazuje, ze reaktywne formy tlenu w
niewielkich stezeniach sg niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania zetiskiego uktadu rozrodczego. RFT
jako czasteczki sygnatowe majg wplyw na wiele pro-
ces6w fizjologicznych, w tym na zachowanie cyklicz-
no$ci menstruacji i apoptoze komérek jajowych. Moga
tez petnic regulatorowa funkcje w dojrzewaniu oocytu,
folikulogenezie czy luteolizie [11]. Obecno$¢ reaktyw-
nych form tlenu wykryto w ptynie pecherzykowym,
oocytach i zarodkach. Stwierdzono takze ekspresje
genéw dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glu-
tationowej w oocytach i jajowodach [27]. W prawi-
dtowo funkcjonujgcym jajniku wykazano obecno$é
dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy glutationo-
wej oraz produktéw peroksydacji lipidéw [11]. Badania
wykazaty, ze do wtasciwego funkcjonowania oocytu i
osiagniecia jego dojrzatoéci niezbedna jest obecno$é
tlenu [2,3,11]. Zaobserwowano nieprawidtowosci w
rozwoju komdrek jajowych, w srodowisku ktérych ste-
zenie tlenu byto mniejsze niz 5%. Badania Sugino i wsp.
wykazaty udziat reaktywnych form tlenu w ztuszcza-
niu sie endometrium przez ich wptyw na wytwarzanie
prostaglandyn F2a [27]. Nadmierne wytwarzanie reak-
tywnych form tlenu aktywuje czynnik NF-xB, ktéry
wplywa na zwiekszenie ekspresji cyklooksygenazy 2,
co ostatecznie zwieksza stezenie prostaglandyn F2a.
Obecno$¢ reaktywnych form tlenu i antyoksydantéw
w endometrium obserwowano zaréwno w ciggu catego
cyklu menstruacyjnego, jak i w czasie ciazy. Chociaz
obecno$¢ RFT w kobiecych drogach rodnych zostata
potwierdzona w wielu pracach naukowych, doktadne
okreslenie Zrédta ich powstawania i znaczenie nadal
nie jest wyjasnione.

NEGATYWNE SKUTKI NADMIERNEGO WYTWARZANIA RFT w ZENSKIM
UKLADZIE ROZRODCZYM

Badania prowadzone przez Kowaltkowskiego i wsp.
wykazaly znaczne zmiany w mitochondriach oocytéw
spowodowane przez stres oksydacyjny [13]. Mitochon-
dria to jedyne organelle, poza jadrem komdrkowym,
ktére maja whasny, kolisty DNA (mtDNA). W warunkach,
w ktdrych stezenie reaktywnych form tlenu w organel-
lach jest zwiekszone, np. w wyniku gwattownego wzro-
stu stezenia jonéw Ca* w macierzy mitochondrium lub
w wyniku uposledzenia mechanizméw antyoksydacyj-
nych, dochodzi¢ moze do nieodwracalnego uszkodzenia
mitochondrialnego DNA, peroksydacji ich dwuwarstwy
lipidowej oraz uszkodzenia biatek. Zmiany prowadzg
do catkowitej dysfunkcji mitochondriéw i do $§mierci
komérki [13,30]. Wzrost stezenia RFT wptywa na zwiek-
szenie wewngtrzkomdrkowego stezenia jondw wapnia,
wywolujac naptyw jonéw Ca? do komérki oraz ich uwal-
nianie z rezerw komérkowych. Zwiekszenie stezenia
jondéw Ca** uaktywnia zalezne od jonédw endonukleazy,
ktére sa odpowiedzialne za degradacje materiatu gene-
tycznego.
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DNA mitochondriéw jest pozbawiony histondw, co
zwieksza jego podatno$é na uszkodzenia, tym bardziej
ze w organellach tych reaktywne formy tlenu sa wytwa-
rzane w duzych ilo$ciach (m.in. przez wyciek jednoelek-
tronowy podczas taricucha oddechowego). W wyniku
dysfunkcji mitochondriéw, RFT przedostaja sie do wne-
trza komérki jajowej, powodujac jej uszkodzenia. Uszko-
dzenie DNA komorki ptciowej ma ogromny wptyw na
zaplodnienie i jego powodzenie oraz na zachodzaca w
pbzniejszym czasie embriogeneze. Ze wzgledu na to,
iz mitochondria sa centrum metabolicznym komdrki
wszelkie zaburzenia w ich funkcjonowaniu moga powo-
dowad spadek stezenia ATP, co ostatecznie zaburza takze
procesy metaboliczne w komérkach jajowych.

Uszkodzenie komérek jajowych, przez indukowanie
apoptozy, moze by¢ takze spowodowane dziataniem
H,0,. W uszkodzonych zarodkach, w ktérych wykryto
obecno$¢ fragmentéw cytoplazmy uszkodzonych bla-
stomerdw, stwierdzono nasilony proces programowa-
nej $mierci komérki wywotanej dziataniem nadtlenku
wodoru [28].

Uszkodzenia komérek jajowych moga by¢ wynikiem
nasilonego stresu oksydacyjnego wystepujacego u star-
szych kobiet. Wraz ze starzeniem sie organizmu i komd-
rek jajowych zauwazono znaczny spadek stezenia ATP,
GSH, a wzrost stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie.
Nastepstwem tych zmian moze by¢ uszkodzenie wté-
kien cytoszkieletu komdérki jajowej, uposledzenie jej
zdolno$ci do zaptodnienia czy wady wrodzone zarodka,
jesli dojdzie do zaptodnienia takiej komdrki [28]. Bada-
nia Tatone i wsp. nad ekspresja mRNA odpowiednio dla
SOD1, SOD2 oraz katalazy w pecherzykach Graafa, wyka-
zaly znaczny spadek stezenia tych enzyméw u kobiet
powyzej 38 roku zycia, w poréwnaniu z grupa kobiet
ponizej 32 roku zycia. [29].

Zaburzenie réwnowagi prooksydacyjno-antyoksydacyj-
nej organizmu moze takze spowodowaé nieptodnosé o
niezidentyfikowanej etiologii. W osoczu kobiet, u kté-
rych zdiagnozowano ten typ nieptodnosci, a takze kobiet
z nawracajgcymi poronieniami, stwierdzono obnizone
stezenie kwasu askorbinowego, a-tokoferolu i GSH;
natomiast zaréwno w osoczu jak i w ptynie pecherzy-
kowym w obu grupach kobiet wykazano nizszy poziom
grup tiolowych [26,33]. Ponadto poziom RFT jest znacz-
nie wyzszy u kobiet z tymi zaburzeniami anizeli w grupie
kontrolnej. Stres oksydacyjny jest jednym z istotnych
czynnikéw etiologicznych nawracajacych poronien.
Simsek i wsp. dowiedli, ze wyzsze stezenie produktéw
peroksydacji lipidéw i obnizone stezenie witamin anty-
oksydacyjnych w osoczu, B-karotenu i witaminy E, kore-
luje z czestszym wystepowaniem tego schorzenia [26].
Podwyzszone stezenie produktéw peroksydacji lipidéw
moze mieé takze wpltyw na wystepowanie zespotu anty-
fosfolipidowego i powodowad nawracajace utraty ciazy
[21,31]. Do$wiadczenia Polaka i wsp. wykazaly, ze poziom
antyoksydantéw w ptynie pecherzykowym kobiet cha-
rakteryzujacych sie tym typem nieptodnosci jest znacz-

nie nizszy w poréwnaniu z grupa kobiet ptodnych.
Wyniki tych badat wykazaly istotng korelacje mie-
dzy spadkiem aktywnoS$ci peroksydazy glutationowej
w osoczu kobiet, a wystepowaniem u nich spontanicz-
nych poronieni [20]. W plynie pecherzykowym kobiet z
nawracajgcymi poronieniami stwierdzono tez obecno$¢
produktéw peroksydacji lipidéw [2].

W czasie organogenezy w tozysku panuja warunki ana-
erobowe - stezenie tlenu jest bardzo niskie. Dzieki
temu wytwarzanie RFT jest ograniczone do minimum,
co zapobiega uszkodzeniom DNA zarodka. Badania na
zwierzetach potwierdzity, ze w poczatkowej fazie roz-
woju zarodek rozwija sie znacznie szybciej jesli utrzymy-
wane jest niskie stezenie tlenu [2]. Anaerobowe warunki
zachowane w pierwszym trymestrze cigzy przypuszczal-
nie wplywaja korzystnie na rozwdj trofoblastu, umoz-
liwiajac prawidtowe funkcjonowanie integryn, ktére
kontrolujg proliferacje i migracje komérek. Wyniki
badati wskazuja, ze nieprawidlowy rozwéj tozyska oraz
degeneracja trofoblastu moga byé wynikiem dziata-
nia stresu oksydacyjnego zachodzacego w tozysku, a to
moze wywotal poronienie, stan przedrzucawkowy, czy
wrodzone anomalie rozwojowe ptodu [7].

Na powstawanie stresu oksydacyjnego, a takze wystepo-
wanie stanu przedrzucawkowego w cigzy prawdopodob-
nie ma wplyw wzrost stezenia enzyméw: indukowalne;j
postaci syntazy tlenku azotu (iNOS-1) oraz jednej z izo-
form oksydazy NADPH, a takze wzrost stezenia endote-
liny-1 (ET-1), ktéra moze znacznie zwiekszaé wytwarzanie
0, (do wzrostu ilosci anionorodnika ponadtlenkowego
nie dochodzi w wyniku zastosowania antagonisty recep-
tora ET oraz apocyniny, bedacej inhibitorem oksydazy
NAD(P)H). Badania wskazujg, ze czynniki te moga petni¢
role inhibitoréw proliferacji komérek trofoblastu i hamo-
wacé jego rozwdj, a takze zwiekszaé wytwarzanie RFT [12].
Czestym powiklaniem rozwoju cigzy jest wystepowanie
za$niadu groniastego. W zaburzeniu tym dochodzi do
zaptodnienia nieprawidtowej komérki jajowej, ktéra po
implantacji w macicy i proliferacji powoduje wadliwy roz-
wdj tozyska. Macica zawiera masy tkanki trofoblastycznej
pod postacia pecherzykéw o typowym makroskopowym
obrazie przypominajacym ki§¢ winogron. Zasniad gro-
niasty powstaje na skutek zaptodnienia pustej (pozba-
wionej matczynego materiatu genetycznego) komdrki
jajowej przez 1 lub 2 plemniki. Poza tym jednym z czyn-
nikéw etiologicznych tego zaburzenia moga by¢é zmiany
wywolane stresem oksydacyjnym. U pacjentek z tym
schorzeniem stwierdzono znacznie obnizong aktywno$¢
enzyméw antyoksydacyjnych oraz zdolnosci antyoksy-
dacyjnej, co ostatecznie moze uszkodzi¢ DNA oocytu [21].
Zaréwno w przypadku wystepowania stanu przedrzucaw-
kowego, jak i zasniadu groniastego stwierdza sie podwyz-
szone stezenie czynnikdw prozapalnych, takich jak TNF-a
oraz IL-6, co moze potwierdzaé wspdlng oksydacyjna etio-
logie tych schorzeri [21].

W czasie prawidlowo przebiegajacej ciazy stezenie
homocysteiny w osoczu utrzymuje sie na niskim pozio-
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Ryc. 1. Czynniki biorace udziat w powstawaniu stresu oksydacyjnego oraz jego wptyw na uktad rozrodczy kobiety (na podstawie [2], zmodyfikowano)

mie, lecz wiele czynnikéw genetycznych i §rodowisko-
wych ma znaczny wplyw na wzrost jej stezenia u kobiet
ciezarnych. Uwaza sie, ze homocysteina ma wtadciwosci
prooksydacyjne i wzrost jej stezenia moze by¢ odpowie-
dzialny za generowanie stresu oksydacyjnego w orga-
nizmie. Zaburzenia metabolizmu homocysteiny maja
znaczny wplyw na wystepowanie poroniert samoist-
nych oraz nawykowych, nieprawidtowo$ci rozwojowych
plodu, stanu przedrzucawkowego czy przedwczesnego
oddzielania sie tozyska. Wykazano, ze hiperhomocyste-
inemia jest jednym z czynnikéw ryzyka wystepowania
poroniei nawykowych [3]. Podwyzszone stezenie RFT
oraz produktéw peroksydacji lipidéw, a takze znacznie
obnizong aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej stwier-
dzono ponadto u kobiet ze zdiagnozowang endometrioza
[16].

STRES OKSYDACYINY A ZAPLODNIENIE METODA IN VITRO

Techniki rozrodu wspomaganego medycznie sg waznym
narzedziem w walce z nieptodno$cia. Mimo badari maja-
cych na celu udoskonalenie zaptodnienia metodag in vitro,
skuteczno$¢ tej metody wciaz jest niezadowalajgca. Do
ciazy dochodzi najczesciej w okoto 25-35% zaptodnio-
nych komérek jajowych, przy czym tylko potowa z nich
koriczy sie urodzeniem dziecka. Wedtug Szamatowicza,
ktéry w 1987 r. dokonat pierwszego udanego zabiegu
in vitro w Polsce, istotnym czynnikiem warunkujacym

skuteczno$é pozaustrojowego zaptodnienia jest wiek
kobiety. Po zaptodnieniu metoda in vitro w ciaze zacho-
dzi $rednio 38,7% kobiet ponizej 30 roku zycia, 33,1%
kobiet w wieku 31-35 lat i 24,1% kobiet w wieku 36-40
lat, natomiast dla kobiet powyzej 40 roku zycia odsetek
ten spada do 10,1% [14]. Poznanie czynnikéw wplywajg-
cych na powodzenie zaptodnienia metoda in vitro moze
pomdc w zwiekszeniu skutecznodci. Jednym z czynnikéw
majacych niekorzystny wptyw na zaptodnienie metoda
in vitro jest stres oksydacyjny.

Reaktywne formy tlenu moga by¢é wytwarzane
wewnatrzkomérkowo, bezposrednio w komérkach roz-
rodczych badz zewnatrzkomdrkowo i pochodzié z czyn-
nikéw $rodowiskowych, ktére towarzysza procedurze
zaptodnienia. Komdrki ptciowe, podobnie jak komérki
somatyczne, jako zrédlo energii wykorzystujg proces
glikolizy oraz fosforylacji oksydacyjnej. Wytwarzanie
reaktywnych form tlenu zalezy od: fosforylacji oksyda-
cyjnej, systemu oksydazy ksantynowej oraz oksydazy
NADPH. Badania Manesa i wsp. na myszach dowiodty, ze
juz 4-5 dni po zaptodnieniu w rozwijajacej sie blastocy-
$cie powstaja: anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek
wodoru i rodnik hydroksylowy [18]. Rézne stadia rozwo-
jowe zarodka charakteryzuja sie odmiennym poziomem
RFT. U myszy RFT s3 generowane podczas zaptodnie-
nia oraz w fazie G2/M drugiego cyklu podziatowego.
Stwierdzono takze, ze wytwarzanie reaktywnych form
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tlenu nie musi zaleze¢ od funkcjonowania mitochon-
driéw. Wyniki badah przeprowadzonych na blasto-
cystach krélika wykazaly, ze cyjanek, ktéry znaczaco
zaburza funkcjonowanie mitochondriéw nie wptywa na
poziom tworzenia reaktywnych form tlenu [18]. Wyniki
tego do$wiadczenia dowiodly, ze innym Zrédlem powsta-
wania RFT niezwigzanym z metabolizmem tlenowym
mitochondriéw jest metabolizm nukleotydéw puryno-
wych. Stwierdzono, ze w poczatkowych fazach embrio-
genezy przemiany nukleotydéw purynowych zachodzg
do$¢ intensywnie, znaczaco wplywajac na generowanie
zwiekszonej ilosci reaktywnych form tlenu.

Znaczny wptyw na powodzenie zaptodnienia metoda
in vitro moze mie¢ zaréwno sposéb postepowania w
czasie procedury transferu, jak i wiele czynnikéw
pochodzacych ze $§rodowiska. Wyniki do§wiadczeri
Eppiga i wsp. wykazaty, ze stezenie tlenu podczas pro-
cedury zaptadniania nie powinno przekraczaé 5% [8].
Wyzsze stezenie tlenu powodowato nieprawidtowy
rozwdj zaptodnionego oocytu myszy. Podwyzszone
stezenie tlenu moze aktywowac liczne enzymy sys-
temu oksydaz i zwieksza¢ ilo§é generowanych przez
nie RFT, natomiast przy niskim stezeniu tlenu (okoto
5%) komérki sa chronione przed dziataniem oksydan-
téw, obniza sie stezenie H,0, zapobiegajac tym samym
fragmentacji DNA i nasilonej apoptozie komérek [12].
Wyniki do§wiadczeni in vivo Orsi i wsp. wykazaty, ze
obnizenie stezenia tlenu wptywa korzystnie na rozwdj
zarodka myszy oraz na wzrost liczby blastomeréw w
blastocyscie [19]. Guerin i wsp. wykazali, ze w $rodo-
wisku zaptodnienia oocytu w obecno$ci jonéw metali
przejéciowych moze dochodzi¢ do generowania reak-
tywnych form tlenu w reakcjach Fentona i Habera-
-Weissa. Obecne w medium RFT moga przenikaé do
wnetrza komérki jajowej [11]. W celu zapobiegania
takim reakcjom do medium dodaje sie chelatory, takie
jak: EDTA, albumina czy transferyna.

Wiele danych wskazuje, ze przedtuzony czas ekspozycji
embrionéw na $wiatto widzialne generuje wieksze ilo-
$ci RFT. Swiatto moze indukowa¢ stres fotodynamiczny,
odpowiedzialny za oksydacyjne uszkodzenia nienasyco-
nych kwaséw ttuszczowych i cholesterolu btony komér-
kowej. Badania Goto i wsp. wykazaly, ze ekspozycja
zarodkédw myszy na $wiatto widzialne trwajaca dtuzej
niz 5 min powoduje znaczny wzrost stezenia powstaja-
cego H,0, [10].

W technice zaptodnienia in vitro sg wykorzystywane
komercyjne media, ktére w zaleznosci od sktadu moga
by¢ Zrédtem RFT i znacznie obnizaé jako$¢ oocytu i
uposledzaé rozwdj zarodka. Bardzo czesto dodawane
do medium osocze zawiera albumine, ktéra petni role
chelatora, ale jest zZrédltem oksydazy ksantynowej
odpowiedzialnej za generowanie H,0,. Dodatek anty-
oksydantéw do $rodowiska przeprowadzanego zaptod-
nienia moze korzystnie wptywaé na rozwdéj zarodka
i jego jako$¢. Wyniki badan Sikka i wsp. wykazaty, ze
witamina C, a-tokoferol, genisteina, tauryna czy hipo-

Stres oksydacyjny
w zaplodnieniu
in vitro

|

Medium hodowlane J
/ \

Spadek jakosci oooytu Nieprawidtowa interakcja
oocytu i plemnika

Nieprawidtowe zaptodnienie

Zaburzenia rozwoju zarodka
Spadek liczby blastocyst
Fragmentacja zarodka

Ryc. 2. Wptyw stresu oksydacyjnego na zaptodnienie in vitro i rozw6j zarodka
(schemat wiasny)

tauryna dodane do medium biorg udziat w usuwaniu
wolnych rodnikéw i zapobiegaja ich oddziatywaniu na
proces zaplodnienia [25].

W zaptodnieniu metoda in vitro Zrédtem RFT moze
by¢ nasienie. Zwiekszona ilo§é RFT czesto jest wyni-
kiem zanieczyszczenia nasienia leukocytami. Plem-
niki sa bardzo wrazliwe na uszkodzenia oksydacyjne ze
wzgledu na mata aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyj-
nych oraz duzg zawarto$¢ wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych w cytoplazmie. Uszkodzony przez stres
oksydacyjny plemnik (np. ze zdegradowanym DNA)
negatywnie wplywa na oocyt zaréwno w warunkach in
vivo jak in vitro, dlatego tez niezbedna jest ocena jako$ci
plemnikéw przed rozpoczeciem inkubacji z oocytem.
Uszkodzone i martwe plemniki wytwarzaja oksydaze
aminowg, ktéra reagujac ze spermina bierze udziat w
tworzeniu H,0,. Wyniki badan sugerujg, ze wydtuzony
czas inkubacji komérek jajowych z plemnikami (16-20
godzin) znacznie wzmaga stres oksydacyjny, zwieksza
liczbe nieprawidtowych plemnikéw i tym samym nie-
korzystnie wptywa na zaptodnienie [24]. Nasilony stres
oksydacyjny zauwazono takze podczas krioprezerwa-
cji gamet. Plemniki poddane krioprezerwacji cechuje
znaczne uszkodzenie btony komérkowej, a takze znacz-
nie nizsze stezenie antyoksydantéw oraz wieksza liczba
uszkodzeri DNA (juz po 4 godzinach krioprezerwacji).
W komérkach jajowych procedura moze bardzo zabu-
rzaé dojrzewanie oocytéw i wywotywaé nieprawidto-
wosci w cytokinezie [5]. Badania wykazaly takze, ze
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krioprezerwacja bydlecych plemnikéw miata znaczny
wplyw na obnizenie stezenia antyoksydantéw, gluta-
tionu (o 78%) i aktywnosci SOD (o 50%) [4]. Ponadto
wyniki do§wiadczeri Alvareza i wsp. dowiodly, ze krio-
prezerwacja plemnikéw powoduje wzrost peroksydacji
lipidéw oraz znaczne obnizenie aktywno$ci SOD w tych
komdrkach [4].

PobsumowaNiE

W ostatnich latach, stres oksydacyjny stat sie powszech-
nie uwzglednianym czynnikiem w wyja$nianiu patome-
chanizmu wielu choréb. W badaniach nad nieptodnoscia
czesto sg opisywane przypadki tzw. nieptodnosci idio-
patycznej, w ktérych nie mozna w sposéb jednoznaczny
wskazaé przyczyny niepowodzenia w rozrodzie. Juz pét
wieku temu sygnalizowano, ze nadmierne wytwarzanie
RFT moze by¢ szkodliwe dla funkcjonowania meskich i
zeniskich komérek ptciowych. Istnienie zwigzku miedzy
wystepowaniem stresu oksydacyjnego, a jego udziatem
w etiopatologii nieptodnosci zostato zgodnie potwier-
dzone przez wielu badaczy.

PismiennicTwo

Standardowa analiza komérek jajowych nie dostar-
cza danych, koniecznych do okre$lenia stanu ptodno-
$ci kobiety. W zwiazku z tym, duze nadzieje wigze sie z
doktadnym poznaniem proceséw biochemicznych zaan-
gazowanych w ztozony proces zaptodnienia, a do nich z
pewnoscia nalezg uktady pro- i antyoksydacyjne, ktére
warunkuja prawidtowy proces zaptodnienia. Istnieja
wyniki badan, w ktérych wykazano, ze suplementacja
witaming C i E kobiet miata korzystny wptyw na zajscie
w cigze [2,9]. W celu przeciwdziatania procesom oksyda-
cyjnym w trakcie zaptodnienia metodg in vitro nalezatoby
rozwazy¢ dodawanie antyoksydantéw (cho¢by witamin
antyoksydacyjnych) do medium, w ktérym sg przecho-
wywane komdrki (zaréwno oocyty jak i plemniki) oraz
unika¢ warunkéw i czynnikdéw, ktére mogtyby sprzyjaé
powstawaniu RFT. Doktadny wplyw stresu oksydacyj-
nego na powodzenie zaptodnienia metoda in vitro oraz na
reprodukcje kobiety wcigz nie jest wyjasniony i bez wat-
pienia wymaga dalszych badan. Do§wiadczenia powinny
dotyczy¢ oznaczania parametréw stresu oksydacyjnego w
nieptodnosci i zaptodnieniu pozaustrojowym, jak i bada-
nia wptywu antyoksydantéw na te procesy.
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