STRESZCZENIE

Wstep: Nieptodnos¢ to powazny problem zdrowotny mtodych osob, ktéry dotyka okoto 10 —
15% par. Dane epidemiologiczne wskazuja, ze u okoto 50% par przyczyna braku cigz jest
czynnik meski. Badanie nasienia pozwala na oceng liczby plemnikow, ich ruchu, morfologii.
Mozna przypuszczaé, ze za nieprawidlowa spermatogenez¢ odpowiada zaburzona funkcja
komorek Sertolego, co wtornie uposledza przebieg spermatogenezy. Jak dotychczas nie ma
uznanych biomarkeréw pozwalajacych oceni¢ stan funkcjonalny komorek Sertolego. W
plazmie nasienia obecne sg produkty metabolizmu komorek Sertolego i czynniki regulujace
spermatogenez¢. Badania w ostatnich latach wskazuja, Ze szczegdlnie przydatnym w
diagnostyce moga by¢ AMH i mikro—-RNA obecne

w mikropecherzykach (egzosomach) zawarte w plazmie nasienia.

Cele pracy: 1. Zidentyfikowanie hormonalnego biomarkera(éw) funkcji jader zwiazanego ze
spermatogenezg w plazmie nasienia; 2. Wytypowanie miRNA potencjalnie skorelowanych z
zaburzeniami spermatogenezy; 3. Wykazanie wptywu wybranych miRNA i AMH na komorki

Sertolego w modelu doswiadczalnym w hodowli komorkowe;.

Materialy i metody: Badania przeprowadzono w plazmie nasienia u me¢zczyzn (n=310)
z azoospermia, oligoastenoteratozoospermia, oligozoospermig oraz prawidlowymi
parametrami wedlug kryteriow WHO z 2010 roku. Ocen¢ parametrow nasienia (liczba
plemnikéw, morfologia, typ ruchu) przeprowadzono z uzyciem systemu wspomagane]
komputerowo analizy nasienia (CASA). We wszystkich grupach badanych oceniony zostat
profil stezen hormonéw (testosteron, AMH, prolaktyna, estradiol i progesteron) metoda
elektrochemiluminescencji (ECLIA) oraz androstendion metoda chemiluminescencji (CLIA).
Wyizolowane egzosomy z plazm nasienia poprzez ultrawirowanie oznaczono ilo§ciowo metoda
ELISA. Profil ekspresji wybranych miRNA (miR-let-7a, miR—let-7b, miR—let-7c, miR-100,
miR-181a, miR-181b, miR-518f) w egzosomach plazmy nasienia analizowano metoda qRT—
PCR. Wptyw AMH na ekspresje¢ miR—181a i miR-181b zbadano w hodowli mysiej linii
komorek Sertolego MSC-1. Na badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym W Biatymstoku — numer uchwaty
R-1-002/148/2018.



Wyniki: Stezenie AMH w plazmie nasienia bylo istotnie obnizone w grupach
z azoospermia, oligozoospermia, oligoastenoteratozoospermig (P< 0.05), a st¢zenie
androstendionu w grupie z azoospermig (P< 0.05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ilos¢
egzosomOw w plazmie nasienia w grupach z azoospermia, oligoastenoteratozoOspermia,
oligoastenozoospermia, astenoteratozoOspermig byla zmniejszona w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. W egzosomach plazmy nasienia zaobserwowano obnizong ekspresj¢ miR—181a w
grupach z azoospermig oraz oligozoospermig w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Analiza
krzywej ROC dla miR-181a i AMH wykazata czuto$¢ i swoistosé = 100%, zas AUC = 1. Nie
odnotowano istotnej statystycznie zmiany ekspresji miR—181b w zadnej z badanych grup.
Badania eksperymentalne na mysiej linii komorek Sertolego MSC—1 wykazaty, ze ekspresja
miR-181a byta istotnie podwyzszona w komorkach Sertolego stymulowanych AMH dawkami
10 ng/mI™ i 100 ng/ml” (* P< 0.05, ** P< 0.01) w poréwnaniu do grupy kontrolnej, natomiast
ekspresja miR—181b nie zmieniata si¢ niezaleznie od uzytej dawki. Wykazano rowniez, ze
AMH w dawce 10 ng/ml istotnie statystycznie stymuluje proliferacje komorek MSC-1 (P<
0.05). AMH nie wptywalo na ekspresjec Amhr2. Inhibitor miR—181a statystycznie obnizat
proliferacje komorek MSC-1. Stymulacja komorek MSC-1 AMH
z inhibitorem miR—181a, jak rowniez aktywatorem miR—181a, nie wplywata na ekspresje miR—
181a. Inhibitor miR—-181a istotnie obnizal, natomiast aktywator miR—18la podwyzszat
ekspresjg miR—18la w komoérkach MSC-1. Stymulacja AMH razem z aktywatorem
miR—181a nie wykazata zadnego addytywnego efektu podwyzszenia ekspresji miR—181a.

Whnioski: 1. AMH i miRNA-181a uczestnicza w regulacji funkcji komorek Sertolego;
2. Oznaczanie stezenia AMH, zawarto$ci AMH oraz ekspresji miR—181a w plazmie nasienia
mozna wykorzysta¢ do diagnostyki stanu funkcjonalnego komorek Sertolego; 3. Obnizone
stezenie AMH, zawarto§¢ AMH 1 niska ekspresja miR—181a w plazmie nasienia wskazuja
u pacjentow z oligozoospermia / azoospermig na zaburzong funkcj¢ komorek Sertolego;
4. Pomiary pozostatych badanych hormonow i miRNA nie mozna zastosowac do oceny funkcji

komorek Sertolego przy zaburzeniach spermatogenezy.



