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Testy określające funkcji plemnika
 Standardowa analiza nasienia wg WHO 2010
 Komputerowa analiza plemników - CASA oraz ruchliwości plemnika CAMA
 Testy funkcjonalne
 Testy reakcji akrosomowej (ARA, ARIC, CTC, Acrosin, TST, FLL)
 Testy przeżywalności plemników in vitro
 Test integralności DNA - AO, SCSA, TUNEL, COMET, SCD)
 Test integralności błon plemników (HOS-Test: Hypo-osmotic swelling test)
 Określenie poziomu wolnych rodników
 Testy kapacytacji plemników (Sperm capacitation assays)
 Test wiązania się plemnika do połówek osłonki (Hemizona-binding assay)
 Test wiązania z hialuronianem (kwasem hialuronowym) HBA (Hyaluronan Binding 

Assay).
 Test penetracji jaj chomiczych (Hamster penetration test – HPT, SPA) 
 Test penetracji oocytow ludzkich (Human sperm-zona penetration assay)
 IVF lub ICSI



HOS Test

Jeyendran 1974



Wyniki HOS Testu a 
spermiogram

HOST 
%

Liczba 
plemników  

106/ml

Ruchliwość 
postępowa  

a+b

Żywotność 
%

> 60 72,8± 60,4** 50,8 ±
16,1** 62,0 ± 9,3*

50 – 60 59,1 ± 46,7 49,0 ± 18,2 60,6 ± 11,8

< 50 41,6 ± 40,7 40,8 ± 19,1 56,7 ± 12,9

Wg. Faundez i wsp. 1992* P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01



Test penetracji oocytów chomiczych 
plemnikami ludzkimi (SPA, HEPT)

PMSG + HCG

Hialuronidaza

Trypsyna

Oocyty pozbawione
osłonki przejrzystej

Inseminacja

Penetracja

Izolacja kompleksów 
oocyt-wzgórek jajonośny



Test chomiczy (SPA)

% penetracji

≤ 15 15-50 ≥ 50 ∑

Liczba pacjentów 5 16 20 41

Ze spermiogramem 
prawidłowym 0 6 14 20

Ze spermiogramem 
nieprawidłowym 5 10 6 21



SPA



Badanie reakcji akrosomowej 
metodą fluorescencyjną (CTC)

 Indukcja reakcji akrosomowej
 Roztwór 0,5 mM jonoforu A23187 w DMSO 

 Wywołanie AR 
 10 μl 0,5 mM roztworu do 0,5 ml nasienia o koncentracji min. 2mln/ml 
 Mieszaninę inkubuje się  przez jedną godzinę w temperaturze 37°C, w 

atmosferze zawierającej 5 % CO2
 Barwienie fluorescencyjne akrosomów 

 Bufor o pH 7,8 zawierający 20mM Tris, 130mM NaCl, 5mM cysteiny i 500μM. 
chlortetracykliny (CTC)

 100μl roztworu CTC do 100 μl nasienia.
 Mieszaninę inkubowuje się  przez 5 min. w temperaturze 37°C.
 2 μl 12,5% glutaraldehydu w celu utrwalenia fluorescencji

 Plemniki, które ulegają reakcji akrosomowej nie wykazują fluorescencji przedniej 
części główki plemnika.

 Plemniki z całym akrosomem wykazują trzy rodzaje fluorescencji:
 EF – jasny pas fluorescencji w regionie postakrosomowym 
 DF – fluorescencja w przedniej części, oraz w regionie postakrosomowym 
 CP – silna fluorescencja całej główki oraz wstawki



Brak fluorescencji

CP – silna fluorescencja

EF – jasny pas fluorescencji 
w regionie postakrosomowym

Reakcja akrosomowa (AR)



Test przylegania plemników 
do połówek osłonek przejrzystych HZA



HZA



Figure 1. Correlation (r=0.50, P=0.02, n=22) between the mean numbers of bull spermatozoa 
bound to the ZP and the fertility (56-d NRR) of the bulls tested (modified, from 31). The inner 
lines mark a threshold of fertility and a median of sperm numbers bound. 

HZA



HBA i PICSI





IVF Test



OCENA STRUKTURY CHROMATYNY 
PLEMNIKÓW





♦ Dodatkowy marker zdolności zapłodnienia 
jest integralność DNA plemników. 

♦ Tylko DNA plemnika o wysokiej 
integralności, czyli prawidłowo 
skondensowane i niepofragmentowane 
może ulec dekondensacji po wniknięciu 
plemnika do dojrzałego oocytu.



Procesy stabilizujące chromatyny 
plemników

Prawidlowa kondenzacja 

Protaminacja
Oksydacja wolnych grup tiolowych protamin
Procesy protaminacji i oksydacji są niezbędne do 
prawidłowej kondensacji DNA plemnikowego.
Nieprawidłowa depozycja protamin lub niekompletna 
oksydacja może prowadzić do wzrostu wrażliwości DNA na 
uszkodzenia

Brak frakmentacji DNA



Fragmentacja DNA

 Powodem fragmentacji DNA plemników
ejakulowanych może być obecność endogennych
nacięć w łańcuchach DNA plemników.

 Zjawisko to jest charakterystyczne dla apoptozy,
jaką obserwujemy w przypadku komórek
somatycznych.

 W tym kontekście apoptoza prowadzi do eliminacji
defektywnych komórek zarodkowych z puli
genetycznej.



Źródła nieprawidłowości 
chromatyny plemników
 Stres oksydacyjny:
 Peroksydacja lipidów błonowych (Jones et 

al..,1979)

 Uszkodzenia DNA mitochondrialnego i 
genomowego (Aitken, Krausz,2001)

 Nieprawidłowa aktywność topoizomerazy  
II,                        zaburzenia w wymianie 
protamin (Bianchi 1993; Mcpherson, Longo,1993; 
Manicardi 1995; Sailer 1995)

 Zmiany apoptotyczne



 Plemniki mężczyzn o obniżonej płodności 
mogą wykazywać zmiany w organizacji 
chromatyny:

 Zmiany epigenetyczne
 Złamania w podwójnej lub pojedynczej nici 

DNA
 Nieprawidłowa liczba chromosomów
 Mikrodelecje chromosomu Y (Seli, Sakkas 2005)

 Fragmentacja DNA może być jednym z 
głównych powodów spadku płodności 
mężczyzn  (in vivo i in vitro)
(Sun at al..,1997; Duran et al..,2002; Benchaib et al.., 
2003; Henkel,2003,2004; Larson-Cook,2003; Lewis,2004; 
borini,2006)



Fragmentacja DNA – „konsekwencje”!!

 Obniżona zdolność do zapłodnienia in vivo:
 przyłączenie do komórek nabłonka jajowodu
 hiperaktywacja i łączenie się z zona pellucida

 Obniżona możliwość dekondensacji materiału 
genetycznego

 Nieprawidłowy podział zygoty i wczesny rozwój 
zarodka

 Częstsze wczesne i spontaniczne poronienia
 Podwyższone ryzyko uszkodzenia genomu 

wynikające z braku mechanizmów naprawczych 
DNA

 Ryzyko przeniesienia wad genetycznych na 
potomstwo



Uszkodzenie DNA plemników
 Złamania w ssDNA lub dsDNA

 Regiony otaczające domeny pętlowe 
(MAR) - bogate w histony

 Włókna chromatynowe na powierzchni 
toroidów protaminowych

 Włókna chromatynowe wewnątrz 
toroidu – najmniej podatne na 
uszkodzenia



Testy oceniające integralność 
DNA
 Ocena stabilności i kondensacji 

chromatyny
 AAB (Acidic Aniline Blue Stain)

 Ocena integralności DNA
 SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay)
 Comet (SCGE-single cell gel 

electrophpresis)
 TUNEL (terminal deoksynucleotidyl 

transferases dUTP and labeling)
 DBD FISH (DNA Break Detection 

Fluorescent in situ Hybridization) 
 SCD (Sperm Chromatin Dispertion)



AAB (Acidic Aniline Blue Stain)

 Barwnik daje pozytywną reakcje dla lizyny; w 
konsekwencji niedojrzałe plemniki, których 
jądra histony bogate są w lizynę, wyróżniają 
się intensywnym zabarwieniem 

 Wyniki testu wskazują na zaburzenia 
protaminacji podczas spermatogenezy

 Poziom kondensacji DNA jest skorelowany z 
obecnością złamań w łańcuchu DNA 
monitorowanych testem TUNEL i Comet



Test TUNEL
(terminal deoksynucleotidyl transferases 
dUTP and labeling)

 Test TUNEL ocenia stopień fragmentacji DNA

 Metoda bezpośrednia testu: dołączenie do wolnego 
końca 3’OH w łańcuchu DNA substratu dUTP 
znakowanego fluoresceiną (FITC – fluorescein 
isothiocyanate)

 Metoda pośrednia testu: do detekcji wbudowanego 
substratu dUTP używa się przeciwciało monoklonalne 
znakowane FITC skierowane przeciwko substratowi

 Wiązanie dUTP do końców DNA katalizuje terminalna 
deoksynukleotydylotransferaza (TdT)



Test TUNEL cd.
 Obecność nacięć w łańcuchu DNA wyznakowanych 

sondą fluorescencyjną można obserwować w 
mikroskopie fluorescencyjnym, jako świecenie w 
obrębie główki plemnika (są to tzw. komórki 
TUNEL-pozytywne)

 Kontrola pozytywna - dodatek DNA-zy I indukującej 
fragmentację DNA

 W  kontroli negatywnej nie dodaje się transferazy 
terminalnej - brak świecenia 

 Analizę fluorescencji można wykonać ilościowo przy 
użyciu cytometru przepływowego. Ocenia się 
odsetek komórek TUNEL-pozytywnych (o 
pofragmentowanym DNA) i TUNEL-negatywnych 
(nie zawierających nacięć w łańcuchu DNA) 



Test TUNEL cd.

Ryc. Histogram testu TUNEL dla plemników ludzkich. Analiza cytometryczna. 
Lewy pik: kontrola negatywna bez dodatku terminalnej transferazy (4% komórek 
TUNEL-pozytywnych – fragmentacja DNA). Prawy pik: kontrola pozytywna –
plemniki traktowano DNA-zą I (30min , RT) – wzrost odsetka komórek 
TUNEL-pozytywnych do 96%. Dolny pik: próbka nasienia badanego (54% 
komórk TUNEL-pozytywnych

http://oem.bmjjournals.com/content/vol61/issue12/images/large/om14597.f2.jpeg
http://oem.bmjjournals.com/content/vol61/issue12/images/large/om14597.f2.jpeg


Metody cytometrii przepływowej w oceny 
integralności DNA plemników.

 SCSA (Sperm chromatin structure assay) 
– test oceniający stabilność chromatyny

 Test z bromkiem etydyny oceniający 
stopień kondensacji chromatyny.



Metody cytometryczne oceny 
integralności DNA plemników.

 Test SCSA opisany przez Evenson i wsp wykorzystywany jest 
zarówno w ocenie integralności chromatyny plemników 
zwierzęcych jak i ludzkich.

 Monitoruje wrażliwość DNA na denaturację kwaśna lub termiczną 
indukowaną in situ.  

 Wykorzystuje metachromatyczne właściwości oranżu akrydyny do 
odróżnienia zdenaturowanego DNA w postaci pojedynczej nici od 
natywnego DNA. 

 Nieprwidłowości procesu kondensacji chromatyny mogą 
powodować wzrost niestabilności DNA i wrażliwości na stres 
denaturacyjny.



Metody cytometrii przepływowej w
oceny integralności DNA plemników.

 Różna wrażliwość na denaturację i dostępność 
barwnika wskazuje na obecność w nasieniu 
plemników o różnym stopniu upakowania 
chromatyny.

 Badania wykazały, że DNA plemników jest bardziej 
odporne na denaturację u grupy płodnych osobników 
w porównaniu z grupą niepłodnych.  U mężczyzn 
płodność spada, kiedy więcej niż 20% plemników jest 
identyfikowana przy użyciu SCSA jako plemniki z 
nieprawidłowo skondensowana chromatyną. 

 Możliwość zapłodnienia in vivo spada do zera, gdy 
populacja z uszkodzonym DNA sięga 40%. 



Cytogramy uzyskane dla prób nasienia 
normozoospermicznego i OAT



Różny stopień integralności chromatyny 
plemników (barwienie AO).



Test SCSA
(sperm chromatin structure assay)

 Test wykorzystuje metachromatyczne 
właściwości AO (oranż akrydyny) do oceny 
wrażliwości DNA na kwaśną denaturację 
(Evenson,Jost,2000)



Test SCSA
(sperm chromatin structure assay)

 Mierzone parametry to:

 DFI – współczynnik 
fragmentacji DNA (DNA 
fragmentation index) – określa 
subpopulacje plemników, 
których DNA ulega denaturacji,       
jest w wysokim stopniu 
pofragmentowane

 HDS – (highly DNA stainable) –
określa subpopulacje 
plemników wysoko wiążącą 
barwnik w wyniku 
nieprawidłowości kondensacji 
chromatyny

 DFI jest wysoce stałym 
parametrem   w porównaniu z 
innymi parametrami  w badaniu 
nasienia (Zini et al.,2001)









Fragmentacja DNA plemników a 
ciąża

 Evenson(1999) – 165 par

 85% par DFI<15% - ciąża w ciągu 3 m-
cy

 50% par niski DFI – ciąża w ciągu 4-12 
m-cy

 DFI>30% - czas dłuższy niż rok lub brak 
ciąży



Fragmentacja DNA plemników a 
ciąża  (Spano,2000; 215 par)
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Fragmentacja DNA a skuteczność 
IUI
(Bungun et al.,2007, 387 cykli IUI)
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Fragmentacja DNA plemników                    
a odsetek zapłodnień po ICSI
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Authors ART Reproductive outcome
Larson, 2000 ICSI DNA denaturation lower in men that initiated 

pregnancy; no pregnancy DFI>27%
Saleh,2003 IUI,IVF, 

ICSI
Both fertilization and embryo development 
negatively related to DNA denaturation

Larson-Cook, 
2003

IVF,ICSI Sperm DNA fragmentation higher in couples 
with negtive pregnancy outcome

Gandini, 2004 IVF,ICSI No corelation between SCSA parameters 
and fertilization and pregnacy rates

Virro, 2004 IVF,ICSI Fertilization rate is not difrent between low 
and high DFI, high DFI related to low 
blastocyst rates

Bungum, 2004 IUI,IVF, 
ICSI

IUI group: higher chance of pregnancy 
/delivery in group with low DNA damage

Evenson, Wixon, 
2006

IVF,ICSI High sperm DNA fragmentation is predictive 
for reduced pregnancy success using all 
procedures



Ocena fragmentacji DNA jako 
wskaźnik powodzenia ART

 Ryzyko zatrzymania rozwoju zarodka po ICSI wzrasta gdy 
DFI>15%

 Odsetek ciąż (ICSI+IVF) 35,7% gdy  DFI<15%, 31,8% gdy 
DFI>15%

 Odsetek ciąż (ICSI) 37,4% gdy  DFI<15%, 27,8% gdy 
DFI>15%

 Poronienia: 37,5% gdy  DFI>15%, 8,8% gdy DFI<15%
 M. Benchabib, J. Lornage, C. Mazoyer et al.. Fert. Ster., 2007

 Porównanie odsetka ciąży i poronień po ICSI przy odpowiednio 
wysokiej i niskiej fragmentacji DNA
 10 – 40% ciąży
 62,5 – 0% poronień Borini et al.,2006



Parameters

ICSI
Sperm DNA fragmentation

<15% >15%
Fertilization rate (%) 75,4 70,3
Arrested development (%) 4,2 18,2
Pregnency/transfer (%) 37,4 27,8
Pregnency/early transfer 
(%)

37,6 23,1

Pregnency/late transfer 
(%)

36,8 40,0

Miscarriage (%) 8,6 30,0
39% poronień występuje przy DFI>30% (Evenson et al.)
31% przypadków poronień występuje przy użyciu do ICSI 
nasienia cryptozoospermicznego i OAT (Sanchez et al.)



 Ekspresja genów „ojca” rozpoczyna się w stadium 
4-8 blastomerów

 „Late paternal effect” - podczas rozwoju do 
blastocysty  genom jest aktywowany, rozpoczyna 
się transkrypcja, genom „ojca” wpływa na rozwój 
zarodka i formowanie blastocysty  (Seli et al.,2004)

 Korelacje między fragmentacją DNA a częstością 
wystąpienia poronień – blokowanie rozwoju 
zarodka     (Borini et al., 2006)

 Duża fragmentacja DNA, nie naprawiana przez 
mechanizmy naprawcze oocytu, może być 
powodem wystąpienia mutacji genetycznych, w 
konsekwencji blokuje to rozwój zarodka i prowadzi 
do poronienia (Braude et al.,1988)
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Wysoka korelacja między fragmentacją DNA a 
koncentracją, ruchliwością i morfologią plemników

Wyższa wartość prognostyczna fragmentacji DNA w 
porównaniu z klasycznymi parametrami nasienia



Kliniczne wykorzystanie SCSA w 
Szwecji
 U 25% mężczyzn korzystających z ART  

DFI>27%
 Wysoki DFI występuje również u mężczyzn o 

prawidłowych parametrach nasienia
 W marcu 2007 test  SCSA wprowadzono do 

rutynowej analizy nasienia ze wskazaniem do 
zabiegów ART

 W ramach publicznej opieki zdrowotnej 
wykonuje się IUI gdy DFI<25%

 DFI>25% wykonuje się ICSI
 Oczekiwania: redukcja wydatków publicznych 

i wzrost skuteczności leczenia par niepłodnych



Wskazania do wykonania SCSA
 Pary o niepłodności idiopatycznej

 Mężczyźni powyżej 40lat, nawet jeśli wcześniej 
mieli dzieci

 Mężczyźni narażeni na działanie substancji 
toksycznych

 Czynniki zwiększające ryzyko uszkodzenie DNA:
 Palenie, leukocytospermia, żylaki powrózka, czynniki 

zwiększające temp w mosznie, otyłość, 
hiperinsulinemia, chemioterapia, radioterapia

 Cryptozoospermia, oligozoospermia, 
oligoasthenoteratozoospermia



Test Comet 
(SCGE - single cell gel electrophoresis)

 Wykorzystywany do badania fragmentacji 
DNA plemników

 Wyniki uzyskane są skorelowane z 
rozwojem zarodków uzyskanych na drodze 
zapłodnienia in vitro, także z wynikami 
testów SCSA i TUNEL

 Do oceny wyników stosuje się mikroskop 
fluorescencyjny; wymaga doświadczenia na 
etapie analizy i interpretacji wyników

 Możliwość analizy komputerowej



Test Comet cd.
Single Cell Suspension

Preparation of  Slides

Neutral Lysis Alkaline Lysis

Alkaline Unwinding

Neutral Wash

Alkaline ElectrophoresisNeutral Electrophoresis

Neutralize(0,4 M Tris, pH7,54)

Stain Slide Image Processed

Single Strand
and 

Double Strand 
Break Detection

Double Strand 
Break Detection



Ryc. W przypadku występowania uszkodzeń DNA zaobserwować 
można obraz przypominający kometę. Głowę komety stanowi obszar 
jądra komórkowego, natomiast ogon fragmenty DNA, które 
wyemigrowały podczas elektroforezy. Im większe uszkodzenia tym 
ogon jest dłuższy i zawiera więcej DNA. (A) Grupa kontrolna: 
plemniki o nieuszkodzonym DNA. (B) Plemniki o niskiej fragmentacji 
DNA. (C) Plemniki o średniej fragmentacji DNA. (D) Plemniki o 
największej fragmentacji DNA. http://oem.bmjjournals.com/cgi/content/full/61/12/999/F1

http://oem.bmjjournals.com/content/vol61/issue12/images/large/om14597.f1.jpeg
http://oem.bmjjournals.com/content/vol61/issue12/images/large/om14597.f1.jpeg


Test Comet cd.

Obraz DNA:
komórki kontrolne
9% DNA w ogonie
(lewa strona widok 

rzeczywisty,
prawa z oprogramowania 

do analizy) 

Obraz DNA: 
50% DNA w ogonie 



DNA Break Detection Fluorescent 
in situ Hybridization test (DBD 
FISH)
 Test ocenia obecność złamań w łańcuchu DNA 

pojedynczych komórek utrwalonych w 
agarozie

 Po odrzuceniu nukleoprotein stosuje się bufor 
alkaliczny do rozplecenia podwójnej nici DNA 
w miejscach obecności złamań w łańcuchu 
DNA

 Złamania w pojedynczej nici DNA wizualizuje 
się wyznakowaną fluorescencyjnie sondą 
genomową

    



SCD



odrzucenie białek 
błonowych i jądrowych

Test SCD 
(Sperm Chromatin Dispertion)

denaturacja DNA

znakowanie barwnikem
fluorescencyjnym (DAPI)

ocena stopnia 
fragmentacji DNA

zawieszenie komórek 
w agarozie

znakowanie barwnikem
Diff-Quik

bufor lizujacybufor denaturujący





















Apoptoza - definicja

Apoptoza lub programowana śmierć 
komórki jest uporządkowanym, 

czynnym procesem przebiegającym z 
aktywacją wielu swoistych szlaków 

biochemicznych, wymagającym 
syntezy nowych białek, zależnym od 

cząsteczek sygnalizacyjnych, lub 
wywołanym przez czynniki 

uszkadzające komórkę



Apoptoza

 Zmiany w jądrze komórkowym mają charakter 
zorganizowany- chromatyna ulega kondensacji a 
DNA zostaje pocięte przez endonukleazy

 Następuje dezintegracja cytoszkieletu

 Błona komórkowa nie zostaje przerwana

 Organelle komórkowe pozostają nienaruszone, 
usuwane są z komórki wraz z fragmentami 
chromatyny  w tzw. ciałkach apoptycznych. W 
większości przypadków są one następnie  
fagocytowane przez komórki żerne

 Apoptoza nie wywołuje stanu zapalnego



Apoptoza
 W procesie apoptozy udział 

biorą enzymy z rodziny ICE 
(interleukin -1-beta-converting 
enzyme) nazywane kaspazami. 
Występują one w komórce jako 
proenzymy, aktywujące się 
wzajemnie oraz aktywujące 
inne enzymy, co prowadzi do 
uszkodzenia białek 
cytoszkieletu, enzymów 
jądrowych oraz do cięcia DNA

 Aktywacja kaspaz zależna jest 
od białek z rodziny Bcl-2. W ich 
skład wchodzą zarówno 
enzymy aktywujące jak i 
hamujące działanie kaspaz. 
Równowaga między tymi 
grupami białek decyduje o 
apoptozie

claim.springer.de/.../samples/0003.htm

http://claim.springer.de/EncRef/CancerResearch/samples/0003.htm


Apoptoza plemników

 Apoptoza w nabłonku plemnikotwórczym 
kontroluje i ogranicza nadmierną produkcję 
spermatogonii

 Pozwala na ustalenie odpowiedniej liczby 
komórek podlegających podziałom i 
różnicowaniu oraz eliminuje uszkodzone 
komórki pojawiające się podczas regularnej 
spermatogenezy

 Nasilona apoptoza może być wynikiem 
zaburzeń kontroli i regulacji tego procesu lub 
nieprawidłowości spermatogenezy



„Abortive apoptosis”

 Apoptoza plemników nie jest procesem 
całkowicie skutecznym – plemniki w 
ejakulacie mogą wykazywać molekularne i 
morfologiczne cechy komórek 
apoptotycznych

 Uwalnianie z gonady komórek 
apoptotycznych i ciałek apoptotycznych 
niefagocytowanych przez komórki Sertoliego 
może wynikać z braku synchronizacji 
spermatogenezy i apoptozy



Apoptoza plemników
???????????????????????????????????

??????????????????

 Apoptoza nie jest inicjowana w 
dojrzałych plemnikach

 Obniżenie ruchliwości plemników 
podczas przechowywania ejakulatu 
wynika z przebiegu nekrozy 

 Nie znany jest mechanizm inicjacji 
apoptozy



Błonowy potencjał mitochondrialny

 We wczesnym etapie apoptozy komórki dochodzi 
do gwałtownego spadku potencjału błonowego 
mitochondriów

 Spadek potencjału poprzedza wzrost 
przepuszczalności błony mitochondrialnej 

 Potencjał mitochondrialny może być wskaźnikiem 
zdolności plemników do zapłodnienia

 Wysoki potencjał skorelowany jest z prawidłową 
ruchliwością, morfologią i zdolnością do przejścia 
reakcji akrosomowej



Błonowy potencjał 
mitochondrialny
 JC-1 (5,5’ ,6,6’ –tetrachloro-1,1’ ,3,3’ 

tetraethylbenzimidazolylcarbocy-anine 
chloride) wybarwia mitochondria żywych 
komórek zależnie od ich potencjału 
błonowego:
 monomer JC-1 emituje zieloną fluorescencję (λ

em=527nm)
 J-agregaty emitują czerwoną fluorescencję (λ

em=590)nm
 Wysoki potencjał błonowy promuje 

formowanie agregatów barwnika 
(fluorescencja czerwona), obniżenie 
potencjału powoduje rozpad agregatów do 
formy monomerowej (fluorescencje zielona)



JC - 1

Ryc. Mitochondria barwione JC-1
A: stan podstawowy komórek    
B: indukowany spadek potencjału 
mitochondrialnego

Ryc. Cytogram. Barwienie JC-1




	Funkcje plemnika a �płodność męska
	Slajd numer 2
	Slajd numer 3
	Slajd numer 4
	Slajd numer 5
	Slajd numer 6
	Slajd numer 7
	Testy określające funkcji plemnika
	HOS Test
	Wyniki HOS Testu a spermiogram
	Test penetracji oocytów chomiczych plemnikami ludzkimi (SPA, HEPT)
	Test chomiczy (SPA)
	SPA
	Badanie reakcji akrosomowej metodą fluorescencyjną (CTC)
	Slajd numer 15
	Slajd numer 16
	HZA
	HZA
	Slajd numer 19
	Slajd numer 20
	IVF Test
	Slajd numer 22
	Slajd numer 23
	Slajd numer 24
	Procesy stabilizujące chromatyny plemników
	Fragmentacja DNA
	Źródła nieprawidłowości chromatyny plemników
	Slajd numer 28
	Fragmentacja DNA – „konsekwencje”!!
	Uszkodzenie DNA plemników
	Testy oceniające integralność DNA
	AAB (Acidic Aniline Blue Stain)
	Test TUNEL�(terminal deoksynucleotidyl transferases dUTP and labeling)
	Test TUNEL cd.
	Test TUNEL cd.
	Metody cytometrii przepływowej w oceny integralności DNA plemników.
	Metody cytometryczne oceny integralności DNA plemników. 
	Metody cytometrii przepływowej w oceny integralności DNA plemników.
	Cytogramy uzyskane dla prób nasienia normozoospermicznego i OAT
	Różny stopień integralności chromatyny plemników (barwienie AO).
	Test SCSA�(sperm chromatin structure assay)
	Test SCSA�(sperm chromatin structure assay)
	Slajd numer 43
	Slajd numer 44
	Slajd numer 45
	Fragmentacja DNA plemników a ciąża
	Fragmentacja DNA plemników a ciąża  (Spano,2000; 215 par)
	Fragmentacja DNA a skuteczność IUI�(Bungun et al.,2007, 387 cykli IUI)
	Fragmentacja DNA plemników                    a odsetek zapłodnień po ICSI
	Slajd numer 50
	Ocena fragmentacji DNA jako wskaźnik powodzenia ART
	Slajd numer 52
	Slajd numer 53
	Slajd numer 54
	Kliniczne wykorzystanie SCSA w Szwecji
	Wskazania do wykonania SCSA
	Test Comet �(SCGE - single cell gel electrophoresis)
	Test Comet cd.
	��
	Test Comet cd.
	DNA Break Detection Fluorescent in situ Hybridization test (DBD FISH)
	SCD
	Test SCD �(Sperm Chromatin Dispertion) 
	Slajd numer 64
	Slajd numer 65
	Slajd numer 66
	Slajd numer 67
	Slajd numer 68
	Slajd numer 69
	Slajd numer 70
	Slajd numer 71
	Slajd numer 72
	Apoptoza - definicja
	Apoptoza
	Apoptoza
	Apoptoza plemników
	„Abortive apoptosis”
	Apoptoza plemników
	Błonowy potencjał mitochondrialny
	Błonowy potencjał mitochondrialny
	JC - 1
	Slajd numer 82

