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Fig. 1 Depiction of a spermatozoon. The head, composed mostly of the nucleus,
is partly covered by the cap-like acrosome, an organelle containing enzymes.
The tail of this sperm consists of three regions, the midpiece holds the mitochon-

dria and centrosome, principal piece, and end piece




TasLE 1. Male infertility history.

Infertility history
Duration
Previous partner
Previous pregnancies
Previous infertility therapy
Partner’s fertility status
Sexual history
Timing and frequency of sex
Libido and erectile function
Lubricants
Ejaculatory status and volume
Developmental and childhood history
Undescended testicles
Pre-pubertal hypogonadism
Congenital syndromes
Infection history
Viral febrile infection
Sexually transmitted
HIV
Gonorrhea
Chlamydia
Bacterial
Atypical (mycoplasma)
Prostatitis

Epididymitis
Tuberculosis

Systemic illnesses
Diabetes
Chronic liver disease
Renal failure
Thyroid disease
Malnutrition
Metabolic syndrome
Blood dyscrasias

Neurologic disease
Multiple sclerosis
Transverse myelitis
Spinal cord injury

Cancer

Cystic fibrosis

Post-pubertal hypogonadism

Klinefelter's syndrome

IHH
Pituitary diseases/tumour
Surgical history
Trauma
Penis
Chordee
Hypospadias
Urethroplasty
Scrotum
Orchiopexy
Orchiectomy
Torsion
Vasectomy
Inguinal
Orchidopexy
Hernia
Pelvis
Bladder neck surgery
TURP
Retroperitoneum
Fibrosis
PN L)

Social history

Environmental exposures
Chemicals
Radiation

Recreational drugs
Tobacco use
Heat exposure
Stress
dgabolic-androgeni

Family history
Cystic fibrosis
Male infertility
Hypogonadism

Medications

Review of systems
Headache
Visual field changes
Galactorrhea
Gynecomastia
Anosmia

TURP transurethral resection of the prostate; RPIND retroperitoneal
lymph node dissection; IHH isolated hypogonadotropic hypogonadism



Table 1
List of genes involved in the different de velopmental stages of male fertility in this chapter
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Genes that were not induded in the list of male fertility mouse models (Fg. 51 in the Natwre Medicine review article by Matzok and Lamb [98] are underlined in this rable




-
TasLE 2. Distribution of diagnoses for male infertility (World
Health Organization; n=7,057) Adapted from EAU guidelines
on male infertility 2003; with permission

Dhagnosis Percentage (%)
Idiopathic 48.5
Idiopathic abnormal semen analysis 264
Varicocele 12.3
Infection 6.6
Immunologic factor 3.1
Other abnormalities 3.0
Acquired factor 16
Congenital anomaly 2.1
Coital factor 1.7

Endocrnine abnormality 0.6




Fig. 10.1 Sperm function
tests and their relation to

physiology

Scheme of the steps in the
fertilization process (left
column), the sperm functions
involved (middle colummn)
and the tests available to
check these functions (right
column). AR, acrosome
reaction: CASA. computer-
aided sperm analysis; HOP,
hamster oocyte penetration;
IVF, in vitro fertilization;
PN, pronucleus; ZP, zona
pellucida. We thank
Professor Dr. F Ochsendorf,
Centre for Dermatology and
Venerology, Johann
Waolfzang Goethe
University, Frankfurt am
Main, for the idea for
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Testy okreslajgce funkcji plemnika

Standardowa analiza nasienia wg WHO 2010

Komputerowa analiza plemnikow - CASA oraz ruchliwosci plemnika CAMA
Testy funkcjonalne

Testy reakcji akrosomowej (ARA, ARIC, CTC, Acrosin, TST, FLL)

Testy przezywalnosci plemnikéw in vitro

Test integralnosci DNA - AO, SCSA, TUNEL, COMET, SCD)

Test integralnosci bton plemnikow (HOS-Test: Hypo-osmotic swelling test)
Okreslenie poziomu wolnych rodnikéw

Testy kapacytacji plemnikow (Sperm capacitation assays)

Test wigzania si¢ plemnika do potdéwek ostonki (Hemizona-binding assay)

Test wigzania 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
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Jeyendran 1974




Wyniki HOS Testu a
spermiogram

HOST Llczl_aa, Ruchliwosc¢ Zywotnoéc’:
o plemnikow postepowa %
= 108/ml a+b
> 60 | 72.8+ 60 4** 2B 62.0 + 9,3*
16,1**
50—-60 | 59.1+46,7 | 490+ 18,2 | 60,6 + 11.8
< 50 416+407 | 408+19.1 | 56,7 + 12,9

*P<0,05 *P<0,01

Wg. Faundez i wsp. 1992




Test penetracji 00CYtOW chomiczych
plemnikami ludzkimi (SPA, HEPT)

PMSG + HCG |zolacja komplekséw
oocyt-wzgorek jajonosny
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Test chomiczy (SPA)

% penetracji

<15 15-50 > 50 2

Liczba pacjentow 5 16 20 41
Ze spermiogramem
prawidtowym O 6 = 20
Ze spermiogramem

5 10 6 21

nieprawidtowym




SPA

Figure 1: Fluorescent microscopy of acridine orange
stained zomna-free hamster oocytes, after exposure to
capacitated human sperm. In A. sperm 1s bound to the
oocyte but no penetration is seen. In B, sperm has
penetrated the oocyte.




Badanie reakcji akrosomowej
metodaq fluorescencyjng (CTC)

Indukcja reakcji akrosomowej

B Roztwor 0,5 mM jonoforu A23187 w DMSO

Wywotanie AR

m 10 pl 0,5 mM roztworu do 0,5 ml nasienia o koncentracji min. 2min/ml

B Mieszanine inkubuje sie przez jedng godzine w temperaturze 37°C, w
atmosferze zawierajgcej 5 % CO2

Barwienie fluorescencyjne akrosomow

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

m 100pul roztworu CTC do 100 pl nasienia.

B Mieszanine inkubowuje sie przez 5 min. w temperaturze 37°C.

m 2 pul 12,5% glutaraldehydu w celu utrwalenia fluorescencji

Plemniki, ktére ulegajq reakcji akrosomowej nie wykazujg fluorescencji przedniej
czesci gtowki plemnika.

Plemniki z catym akrosomem wykazujq trzy rodzaje fluorescencji:

B EF — jasny pas fluorescencji w regionie postakrosomowym

B DF — fluorescencja w przedniej czesci, oraz w regionie postakrosomowym

‘® CP —silna fluorescencja catej gtowki oraz wstawki




Reakcja akrosomowa (AR)

EF — jasny pas fluorescencji
W regionie postakrosomowym

CP —silna fluorescencja

Brak fluorescenciji




Test przylegania plemnikow
do potowek ostonek przejrzystych HZA
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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.
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IVF Test
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Fig. 4.10. Regression line between field non-return rates and IVF rates with

0.05 ug mi~" heparin. y = 0.22x + 0.58; r=0.83 P < 0.01. (From Marquant-Le
Guienne et al., 1990a). | |



OCENA STRUKTURY CHROMATYNY
PLEMNIKOW
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Fig. 4 (a) Chromosomes depicted as naked DNA. (b) “Donut-loop” model for sperm chromatin structure as

introduced by Sotolongo et al. [108] that reveals the internal structure of the protamine—DNA fibers within the
toroid (insef). (¢) Chromosomes are folded into a hairpin structure in the sperm head




¢ Dodatkowy marker zdolnosci zaptodnienia
jest integralnos¢ DNA plemnikow.

¢ Tvlko DNA plemnika o wysokiej
integralnosci, czyli prawidtowo
skondensowane i niepofragmentowane
moze ulec dekondensacji po wniknieciu
plemnika do dojrzatego oocytu.




Procesy stabilizujgce chromatyny
plemnikow

»Prawidlowa kondenzacja

*Protaminacja

+*Oksydacja wolnych grup tiolowych protamin
“Procesy protaminacji i oksydacji sg niezbedne do
prawidtiowej kondensacji DNA plemnikowego.

“Nieprawidtowa depozycja protamin lub niekompletna
oksydacja moze prowadzi¢ do wzrostu wrazliwosci DNA na
uszkodzenia

»Brak frakmentacji DNA



Fragmentacja DNA

J Powodem fragmentacji DNA plemnikow
ejakulowanych moze by¢ obecnosc¢ endogennych
nacieCc w fancuchach DNA plemnikoéw.

d Zjawisko to jest charakterystyczne dla apoptozy,
jakg obserwujemy w  przypadku komoérek
somatycznych.

d W tym kontekscie apoptoza prowadzi do eliminacji
defektywnych komorek zarodkowych 2z puli
genetycznej.




Zrodia nieprawidtowosci
chromatyny plemnikow

Stres oksydacyjny:

Peroksydacja lipidow btonowych (Jones et
al..,1979)

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

Nieprawidtowa aktywnosc topoizomerazy
1, zaburzenia w wymianie

protamin (Bianchi 1993; Mcpherson, Longo,1993;
Manicardi 1995; Sailer 1995)

Zmiany apoptotyczne



Plemniki mezczyzn o obnizonej ptodnosci
mogg wykazywac zmiany w organizacji
chromatyny:

Zmiany epigenetyczne

Ztamania w podwojnej lub pojedynczej nici
DNA

Nieprawidtowa liczba chromosomow
Mikrodelecje chromosomu Y (Seli, Sakkas 2005)

Fragmentacja DNA moze byc¢ jednym z
gtownych powodow spadku ptodnosci
mezczyzn (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”!!

Obnizona zdolnos¢ do zag’rodnienia in Vivo:

przytfgczenie do komorek nabtonka jajowodu
hiperaktywacja i tgczenie sie z zona pellucida

Obnizona mozliwos¢ dekondensacji materiatu
genetycznego

Nieprawidtowy podziat zygoty i wczesny rozwoj
zarodka

Czestsze wczesne | spontaniczne poronienia

Podwyzszone ryzyko uszkodzenia genomu
wynikajgce z braku mechanizmow naprawczych
DNA

I NP I

potomstwo



Uszkodzenie DNA plemnikow

Ztamania w ssDNA lub dsDNA

Regiony otaczajace domeny petlowe
(MAR) - bogate w histony

Wiokna chromatynowe na powierzchni
toroidow protaminowych

Wiokna chromatynowe wewnatrz
toroidu — najmniej podatne na
- uszkodzenia




Testy oceniajgce integralnosc
DNA

Ocena stabilnosci i kondensacji

chromatyny
B AAB (Acidic Aniline Blue Stain)

Ocena integralnosci DNA
B SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay)

B Comet (SCGE-single cell gel
electrophpresis)

B TUNEL (terminal deoksynucleotidyl
transferases dUTP and labeling)
B DBD FISH (DNA Break Detection

~ Fluorescent in situ Hybridization)
B SCD (Sperm Chromatin Dispertion)



AAB (Acidic Aniline Blue Stain)

[0 Barwnik daje pozytywna reakcje dla lizyny; w
konsekwencji niedojrzate plemniki, ktorych
jadra histony bogate sq w lizyne, wyrozniaja
sie intensywnym zabarwieniem

[0 Wyniki testu wskazuja na zaburzenia
protaminacji podczas spermatogenezy

[l Poziom kondensacji DNA jest skorelowany z
obecnoscia ztaman w tancuchu DNA
. | .



Test TUNEL

(terminal deoksynucleotidyl transferases
dUTP and labeling)

[0 Test TUNEL ocenia stopien fragmentacji DNA

0 Metoda bezposrednia testu: dotaczenie do wolnego
konca 3'0OH w tancuchu DNA substratu dUTP
znakowanego fluoresceing (FITC — fluorescein
Isothiocyanate)

0 Metoda posrednia testu: do detekcji wbudowanego
substratu dUTP uzywa sie przeciwciato monoklonalne
znakowane FITC skierowane przeciwko substratowi

[0 Wiazanie dUTP do koncow DNA katalizuje terminalna

- deoksynukleotydylotransferaza (Td1)



J R N e OOl e DNA wyznakowanyct

ondaq fluoresce yJ qa mozna obserwowac w
m|krosko!|3|e fluorescencyjnym, jako swiecenie w
obrebie wki plemnika (sq to tzw. komorki
TUNEL- pozytywne)

[0 Kontrola pozytywna - dodatek DNA-zy I indukujacej
fragmentacje DNA

[0 W kontroli negatywnej nie dodaje si¢ transferazy
terminalnej - brak swiecenia

O Analize fluorescencji mozna wykonac ilosciowo przy
uzyciu cytometru przeptywowego. Ocenia sie
odsetek komorek TUNEL-pozytywnych (o
pofragmentowanym DNA) i TUNEL-negatywnych
(nie zawierajqcych naciec w tancuchu DNA)




Test TUNEL cd.

[ Lh
Q =]
| T[T I T[T T T o7

Ryc. Histogram testu TUNEL dla plemnikéw ludzkich. Analiza cytometryczna.
Lewy pik: kontrola negatywna bez dodatku terminalnej transferazy (4% komorek
TUNEL-pozytywnych — fragmentacja DNA). Prawy pik: kontrola pozytywna —
plemniki traktowano DNA-z3 I (30min , RT) — wzrost odsetka komoérek

T -pozytywnych do o. Dolny pik: probka nasienia badanego 0
komork 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 przeptywowej w oceny
integralnosci DNA plemnikow.

SCSA (Sperm chromatin structure assay)
— test oceniajacy stabilnos¢ chromatyny

Test z bromkiem etydyny oceniajacy
stopien kondensacji chromatyny.




Metody cytometryczne oceny
integralnosci DNA plemnikow.

[0 Test SCSA opisany przez Evenson i wsp wykorzystywany jest
zarowno w ocenie integralnosci chromatyny plemnikéw
zwierzecych jak i ludzkich.

[0 Monitoruje wrazliwos¢ DNA na denaturacje kwasna lub termiczng
indukowang in situ.

O Wg/korzystUJe metachromatyczne wtasciwosci oranzu akrydyny do
roznienia zdenaturowanego DNA w postaci pojedynczej nici od
natywnego DNA.

O Nieprwidtowosci procesu kondensacji chromatyny moga
powodowac wzrost niestabilnosci DNA i wrazliwosci na stres
denaturacyjny.




Metody cytometrii przeptywowej w
oceny integralnosci DNA plemnikow.

O Rozna wrazliwos¢ na denaturacje i dostepnosc
barwnika wskazuje na obecnos¢ w nasieniu
plemnikdw o roznym stopniu upakowania
chromatyny.

O Badania wykazaty, ze DNA plemnikow jest bardziej
odporne na denaturacje u grupy ptodnych osobnikow
W porownaniu z <1:|< pg nieptodnych. U mezczyzn
ptodnosc spada, kiedy wiecej niz 20% plemnikow jest
Identyfikowana przy uzyciu SCSA jako plemniki z
nieprawidtowo skondensowana chromatyna.

O Mozliwos¢ zaptodnienia in vivo spada do zera, gdy
populacja z uszkodzonym DNA siega 40%.
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ROzny stopien integralnosci chromatyny
plemnikow (barwienie AO).




Test SCSA
(sperm chromatin structure assay)

Test wykorzystuje metachromatyczne
wiasciwosci AO (oranz akrydyny) do oceny

wrazliwosci DNA na kwasng denaturacje
(Evenson,Jost,2000)




Test SCSA

(sperm chromatin structure assay)
0 Mierzone parametry to:

DFI — wspotczynnik " a0
fragmentacji DNA (DNA |
fragmentation index) — okresla
subpopulacje plemnikow,
ktorych DNA ulega denaturaciji,
jest w wysokim stopniu
pofragmentowane

HDS — (hlghly DNA stainable) — -
okresla subpopulacje R e e s ) 8 R W
B!’iGrTVR:tOV\(/V V\\//V))/nsl?(ll(Jo Wla'za'ca' | RED FLUORESCENCE DNA FRAGMENTATION INDEX
nieprawidtowosci kondensacji

chromatyny

[0 DFI jest wysoce statym
parametrem w porownaniu z
INnymi parametrami w badaniu
nasienia (Zini et al.,2001)
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Table 1
semen characteristics and DNA fragmentation level

DFI
No. of (%) Normal (£30)  Abnormal (>30)
Men 138 39
DFI range 2.1-29.7 31.0-91.4
Paternal age (M years =SD)
Concentration (Mx10¢/ml=SD)  62.3:41" 30.8:2"
Motility (M% 2 SD) 54.3:111 34.9:151
Morphology (M% +SD) 2.9:+3t 22428

"™ Unpaired student’s #test, cffect of DNA fragmentation on concentration,
motility, and morphology, P<0.00001




Moility [%)

Fig. 5 DNA fragmentation index (DFI) plotted according to semen (a) concentration, (b) morphology, and
(c) motility (P<0.0001)




Table 2

Pregnancy outcome according to DNA fragmentation level

DFI

No. of (%)

Cycles

DFI (M%+5D)

Maternal age (M years £ 5D)
Fertlizanon (2PN,/MII injected)
Chnical pregnanaes (+FHEB)

Delivery and ongomng

Normal (<3()
252

14.5+8

37.9:4
1432,/2011 (71.2)
63 (25.0)

58 (23.0)

Abnormal (>30)
30

51.1+20
3794
445/617 (72.1)
21 (26.2)

18 (22.5)

Highest DFI with pregnancy was 64.9 %




Fragmentacja DNA plemnikow a
cigza

Evenson(1999) — 165 par

85% par DFI<15% - cigza w ciggu 3 m-
Cy

50% par niski DFI — cigza w ciggu 4-12
m-cy

DFI>30% - czas dtuzszy niz rok lub brak

CiqzZy



Fragmentacja DNA plemnikow a
cigza (Spano,2000; 215 par)

p—
i

o
il

PREGNANCY (%)
o

<20 20-40 >40
DFI (%)




Fragmentacja DNA a skutecznosc

IUI
(Bungun et al.,2007, 387 cykli 1UI)

)
in(

PREGNANCY (%)
—
S

0-

<30 >30
DFI (%)




Fragmentacja DNA plemnikow
a odsetek zaptodnien po ICSI

0 <25 26-50 51-75 >75
FERTILIZATION RATE (%)

Benchabib, Fertil Steril, 2007



Authors

ART

Reproductive outcome

Larson, 2000

ICSI

DNA denaturation lower in men that initiated

Saleh,2003 IULLIVF, Both fertilization and embryo development
ICSI negatively related to DNA denaturation
Larson-Cook, IVF,ICSI Sperm DNA fragmentation higher in couples
2003 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 lUILIVF, Ul group: higher chance of pregnancy
ICSI /delivery in group with low DNA damage
Evenson, Wixon, | IVFICSI High sperm DNA fragmentation is predictive

2006

for reduced pregnancy success using all

procedures




Ocena fragmentacji DNA jako
wskaznik powodzenia ART

po ICSI wzrasta gdy

DFI>15%

Odsetek cigz (ICSI+IVF) gdy DFI<159%, gdy
DFI>15%

Odsetek cigz (ICSI) gdy DFI<15%, gdy
DFI>15%

Poronienia: gdy DFI>15%, gdy DFI<15%

M. Benchabib, J. Lornage, C. Mazoyer et al.. Fert. Ster., 2007

Poréwnanie odsetka cigzy i poronien po ICSI przy odpowiednio
wysokiej I niskiej fragmentacji DNA

10 — 40% cigzy

62,5 — 0% poronien Borini et al.,2006




ICSI

Sperm DNA fragmentation

Fertilization rate (%) 75,4 70,3
Arrested development (%)

Pregnency/transfer (%) 37,4 27,8
Pregnency/early transfer 37,6 23,1
(%)

Pregnency/late transfer 36,8 40,0
(%)

Miscarriage (%)

39% poronien wystepuje przy DFI>30% (Evenson et al)
31% przypadkéw poronien wystepuje przy uzyciu do ICSI

nasienia cryptozoospermicznego i OAT (Sanchez et al)




Ekspresja genow ,,0jca” rozpoczyna sie w stadium
4-8 blastomerow

\ B I g
blastocysty genom jest aktywowany, rozpoczyna
sie transkrypcja, genom , 0jca” wptywa na rozwoj
zarodka | formowanie blastocysty (Seli et al.,2004)

Korelacje migdzy fragmentacja DNA a czestosuq
wystgpienia poronien — blokowanie rozwoju
zarodka (Borini et al., 2006)

Duza fragmentacja DNA, nie naprawiana przez
mechanizmy naprawcze oocytu, moze byc
powodem wystgpienia mutacji genetycznych, w
konsekwencji blokuje to rozwdj zarodka i prowadzi

I =—



Wysoka korelacja miedzy fragmentacjg DNA a
koncentracjg, ruchliwoscig i morfologig plemnikow

S e EsEeSErERN g fragmentacji DNA w

porownaniu z klasycznymi parametrami nasienia

181 | Concentration Motility Morphology

DNA Fragmentation (%)

abnormal normal abnormal normal abnormal normal



Kliniczhe wykorzystanie SCSA w
Szwec]i
U 25% mezczyzn korzystajgqcych z ART
DFI=>27%
Wysoki DFI wystepuje rowniez u mezczyzn o
prawidtowych parametrach nasienia

W marcu 2007 test SCSA wprowadzono do
rutynowej analizy nasienia ze wskazaniem do
zabiegow ART

W ramach publicznej opieki zdrowotnej
wykonuje sie IUI gdy DFI<25%
DFI>25% wykonuje sie ICSI

7 i - Uk Atk bl |

i wzrost skutecznosci leczenia par nieptodnych




Wskazania do wykonania SCSA
Fary o) nlep’r'oanosu |a|opafycznej

Mezczyzni powyzej 40lat, nawet jesli wczesniej
mieli dzieci

Mezczyzni narazeni na dziatanie substancji
toksycznych

Czynniki zwiekszajgce ryzyko uszkodzenie DNA:

Palenie, leukocytospermia, zylaki powrozka, czynniki
ZW|kazance temp w mosznie, otytosc,
hiperinsulinemia, chemloterapla radioterapia

oligoasthenoteratozoospermia



Test Comet
(SCGE - single cell gel electrophoresis)

L1 Wykorzystywany do badania fragmentacji

[

DNA plemnikow

Wyniki uzyskane sq skorelowane z
rozwojem zarodkow uzyskanych na drodze
zaptodnienia in vitro, takze z wynikami
testow SCSA | TUNEL

Do oceny wynikow stosuje sie mikroskop
fluorescencyjny; wymaga doswiadczenia na
etapie analizy i interpretacji wynikow

Mozliwosc¢ analizy komputerowej



Test Comet cd.




Ryc. W przypadku wystepowania uszkodzen DNA zaobserwowac
mozna obraz przypominajgcy komete. Gtowe komety stanowi obszar
jadra komodrkowego, natomiast ogon fragmenty DNA, ktore
wyemigrowaty podczas elektroforezy. Im wigksze uszkodzenia tym
ogon jest diuzszy i zawiera wigcej DNA (A) Grupa kontrolna

DNA. (C) Plemn|k| osrednleJ fragmentaCJl DNA (D) Plemn|k| o
n a-] W I Q ksze-] fra g me nta CJ I D NA 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:
komorki kontrolne
9% DNA w ogonie
(lewa strona widok

rzeczywisty,

prawa z oprogramowania
do analizy)

Obraz DNA:
50% DNA w ogonie




DINA break betection rluorescent
In situ Hybridization test (DBD
FISH)

[0 Test ocenia obecnosc¢ ztaman w fancuchu DNA
pojedynczych komorek utrwalonych w
agarozie

[0 Po odrzuceniu nukleoprotein stosuje sie bufor
alkaliczny do rozplecenia podwaojnej nici DNA
w miejscach obecnosci ztaman w tancuchu
DNA

[0 Ztamania w pojedynczej nici DNA wizualizuje
sie wyznakowana fluorescencyjnie sonda

-~ genomowa




SCD

@p“CHtOH L T keep dry J

Halosperm® Kit from Halotech Dna, SL is a simple test that allows assessment of sperm DNA fragmentation in humans.

Principle of the method:

The method is based on the Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test (Fernandez et al,, J. Androl 24: 53-66, 2003; Fertil Steril 84: 833-842, 2005). Intact unfived
spermatozoa (fresh, frozen/unthawed, diluted samples) are immersed in an inert agarose microgel on a pretreated slide. Aninitial acid treatment denatures DNA
inthose sperm cells with fragmented DNA. Following this, the Iysing solution removes most of the nuclear proteins, and in the absence of massive DNA breakage
produces nucleoids with large halos of spreading DNA loops, emerging from a central core. However, the nucleoids from spermatozoa with fragmented DNA either
do not show a dispersion halo or the halo is minimal.




Test SCD

(Sperm Chromatin Dispertion)

odrzucenie biatek

zawieszenie komorek '
btonowych i jadrowych

W agarozie denaturacja DN A==

q znakowanie barwnikem
fluorescencyjnym (DAPI)

ragmentacji DNA

\ l{ ocena stopnia

_’ znakowanie barwnikem
Diff-Quik







@erm classification

Removal of sperm nuclear proteins results in nucleoids with a central core and a peripheral halo of dispersed DNA loops. The sperm tails remain preserved. For sperm
classification we must take into account that sperm DNA fragmentation is a continuous process which produces a series of different halo sizes. Initially, the study of
aminimum of 500 spermatozoa per sample is recommended, adopting the criteria of Fernandez et al. (Fertil Steril 84: 833-842, 2005). Avoid scoring cells close to
the edge of the microgel. Classification:

» Spermatozoa without dna fragmentation:

o spermatozoa with big halo: those whose halo width is similar or higher than the minor diameter of the core (Figure 1).

o spermatozoa with medium-sized halo: their halo size is between those with large and with very small halo (Figure 2).

* Spermatozoa with fragmented dna:

o spermatozoa with small halo: the halo width is similar or smaller than 1/3 of the minor diameter of the core (Figure 3).

o spermatozoa without halo: (Figure 4).

o spermatozoa without halo and degraded: those that show no halo and present a core irregularly or weakly stained (Figure 5).

o “others”: cell nuclei which do not correspond to spermatozoa. One of the morphological characteristics which distinguish them is the absence of tail.

without fragmentation with fragmentation 2 3 2

(&)

1. big halo 2. medium halo | 3.smallhalo | 4. without halo | 5. degraded ‘\ )
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WITHOUT MEAZURING S0F

TOTAL ODELINVERIEE = 62

 defivery

e chedivey
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subjecting couples with bigh 50F o 1% F and coweples
with low SEF 1o U righr paned ) yields 2 coral of 78
live binks (edopted from Bengum et al. [63], with
Permissian)
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yn-Halosperm® distinguishes belween lragmented and nordiragmented DA in sperm cells and allow's the calculalion of the Spemm
O Fragmentation ndes (30F), Le Lhe perceniage of spermalazea with rragrented DA Inadditian, wing he Cyn-Halesperrm® I
i s possiie to study sperm OMA fragmentation cver towr differant time paints.

Sperm DMA fragrmeniation &3 related to leriization rate’, erribrye quality’, emibrye developrrent and rmale pathalegies (such as varcocele
or indechans by Chiampdia frachomadtis®),
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| infarmation pravided by Dyn-Halozperm*

The Dyf-Halsaparm® proflacsl provides the fallaowing informatien absul DNA Tragmentalion Ter a given seamen sample
1. Basal fragmentation level.

2. Rate of change.

3. Mean_

clinical applicatians basad on basal fragmentation and rate of change

Knoewing the evelution of xperm DNA fragmentation aver lime allows clinlclans fa:
1. Select the aptimum moement i carry out an ART cycle,

2. Belect the type of azsisted reproduction technigue: if the rate of DMNA Iragmentation = kigh then it iz advicable o use
technigues that assure a quick fertilization of the cocyte.

3, Assxess the guallty of semen samples ar doners for sultabllty
4, Pravide answers (o cases of unexplained inferility. ART Tailure or repealed aborieons.
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Apoptoza - definicja

Apoptoza lub programowana smierc
komorki jest uporzadkowanym,
czynnym procesem przebiegajacym z
aktywacjq wielu swoistych szlakow
biochemicznych, wymagajacym
syntezy nowych biatek, zaleznym od
czasteczek sygnalizacyjnych, lub
wywotanym przez czynniki
uszkadzajace komorke




Apoptoza

B 2m|any W Jaarze EomorEowym majq charakter

zorganizowany- chromatyna ulega kondensacji a
DNA zostaje pociete przez endonukleazy

B Nastepuje dezintegracja cytoszkieletu
B Btona komorkowa nie zostaje przerwana

B Organelle komorkowe pozostajg nienaruszone,
usuwane sg z komorki wraz z fragmentami
chromatyny w tzw. ciatkach apoptycznych. W
wiekszosci przypadkow sg one nastepnie
fagocytowane przez komorki zerne

B Apoptoza nie wywotuje stanu zapalnego



Apoptoza

[0 W procesie apoptozy udziat
biorg enzymy z rodziny ICE
(interleukin -1-beta-converting
enzyme) nazywane kaspazami.
Wystepujg one w komorce jako
proenzymy, aktywujgce sie

DHA DAMAGEE
OTHER STRESS

wzajemnie oraz aktywujgce m—ll

Inne enzymy, co prowadzi do

uszkodzenia biatek

cytoszkieletu, enzymow

jadrowych oraz do ciecia DNA 1 _

L] Capase 37 | — | Cagpased? | a— Qe URNF

O Aktywacja kaspaz zalezna jest

od biatek z rodziny Bcl-2. W ich

sktad wchodzg zaréwno e

enzymy aktywujgce jak i ———

hamujace dziatanie kaspaz. (Tntimg.

Roéwnowaga miedzy tymi

grupami biatek decyduje o
apoptozie

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



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

Apoptoza plemnikow

® Apoptoza w nabtonku plemnikotworczym
kontroluje i ogranicza nadmierng produkcje

spermatogonii

® Pozwala na ustalenie odpowiedniej liczby

komorek podlegajacych podziatom i
roznicowaniu oraz eliminuje uszkodzone

komorki pojawiajgce sie podczas regularnej
spermatogenezy

® Nasilona apoptoza moze by¢ wynikiem
zaburzen kontroli i regulacji tego procesu lub

- nieprawidtowosci spermatogenezy



,ZAbortive apoptosis”

Apoptoza plemnikow nie jest procesem
catkowicie skutecan(m plemniki w
ejakulacie moga wykazywac molekularne i
morfologiczne cechy komorek
apoptotycznych

Uwalnianie z gonady komorek
apoptotycznych i ciatek apoptotycznych
niefagocytowanych przez komorki Sertoliego
moze wynikac z braku synchronizacji
spermatogenezy I apoptozy




Apoptoza plemnikow

DD PP DD PP PPD D PP PP DVPPDVDPDDPPDPPDVPP777?

Apoptoza nie jest inicjowana w
dojrzatych plemnikach
Obnizenie ruchliwosci plemnikow

podczas przechowywania ejakulatu
wynika z przebiegu nekrozy

Nie znany jest mechanizm inicjacji
apoptozy




Btonowy potencjat mitochondrialny

[ We wczesnym etapie apoptozy komaorki dochodzi
do gwaltownego spadku potencjatu blonowego
mitochondriow

[0 Spadek potencjatlu poprzedza wzrost
przepuszczalnosci blony mitochondrialnej

O Potencjal mitochondrialny moze by¢ wskaznikiem
zdolnosci plemnikow do zaptodnienia

0 Wysoki potencjat skorelowany jest z prawidiowa
ruchliwoscia, morfologia i zdolnoscia do przejscia
Kcii al -




Btonowy potencjat
mitochondrialny

0 JC-1 (5,5’ ,6,6" —tetrachloro-1,1’ ,3,3’
tetraethylbenzimidazolylcarbocy-anine
chloride) wybarwia mitochondria zywych
komorek zaleznie od ich potencjatu
btonowego:

B monomer JC-1 emituje zielong fluorescencje (A
em=527nm)

B J-agregaty emituja czerwonag fluorescencje (A
em=590)nm
[0 Wysoki potencjat blonowy promuje
formowanie agregatow barwnika
(fluorescencja czerwona), obnizenie
I o) lus : tG I

formy monomerowej ( )



mRyc. Mitochondria barwione JC-1
A: stan podstawowy komorek

1
g

1 red flunrescent
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1 red fluprescen

)
"
E

S — S S S - ——r—rr—]

JZ-1 green flucrescancs

JC-1 grean flucrescencs

Cytogram. Barwienie JC-1

B: indukowany spadek potencjalu
mitochondrialnego



S Moze bysScie sie tak
/ wzieli do roboty !!!
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