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INTEGRALNOŚĆ DNA PLEMNIKÓW



Sperm DNA fragmentation: mechanisms of origin,
impact on reproductive outcome, and analysis

Denny Sakkas, Ph.D., and Juan G. Alvarez, M.D., Ph.D, Fertility and Sterility Vol. 93, No. 4, March 1, 2010

Podsumowując, obecność fragmentacji DNA plemników została potwierdzona przez wiele artykuły w ciągu ostatniej dekady. 
Rozróżnienie pomiędzy plemnikami tych dotkniętych a nie wykazujących uszkodzonego DNA'''' plemnika jest niezwykle istotne dla 
postępowania klinicznego tych pacjentów. W odniesieniu do technik wspomaganego rozrodu musimy identyfikować plemników 
uszkodzonych i wybrać populacji o'' normalnych plemników''. Wreszcie, obecność DNA sfragmentowanego w plemnikach jest, ma 
wpływ na zarodek i potomstwa. Diagnozowanie stopnia fragmentacji DNA plemników jest dzisiaj koniecznością.



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)



CYTOMETRIA PRZEPŁYWOWA
• Cytometria przepływowa to metoda pomiaru pojedynczych 

komórek lub cząsteczek przepływających przez aparat w 
strumieniu cieczy

• FACS (Fluorescence Activating Cell Sorting) metoda cytometrii
przepływowej rozszerzona o możliwość sortowania 

• Mierzone sygnały
 Rozproszenie światła przez badaną próbę
 Intensywność fluorescencji składników komórki lub zastosowanych 

barwników
 Absorbcja światła przez próbkę
 Pomiary w czasie (użyte dla badania kinetyki, dynamicznych zachowań

populacji komórek)



CYTOMETRIA PRZEPŁYWOWA CD.

• Przedni detektor światła rozproszonego 
(Forward Scatter Channel, FSC) – ilość światła 
rozproszonego wzdłuż osi przebiegu światła 
wzbudzającego

• Boczny detektor światła rozproszonego (Side
Scatter Channel, SSC) – ilość światła 
rozproszonego prostopadle do osi światła 
wzbudzającego

• Detektory fluorescencji – można używać kilka 
barwników fluorescencyjnych lub 
wyznakowanych przeciwciał



TEST SCSA
(SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY)

• Test wykorzystuje metachromatyczne właściwości AO (oranż akrydyny)   do 
oceny wrażliwości DNA na kwaśną denaturację

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

www.repromedix.com/ documents/SDFAsellsheet.htm

http://www.repromedix.com/documents/SDFAsellsheet.htm


TEST SCSA

• U mężczyzn, buhajów i myszy o niskiej płodności denaturacja 
DNA zachodzi w stopniu wyższym niż u samców o udowodnionej 
wysokiej płodności

• 20-godzinne przechowywanie w temp. 5°C nasienia ogierów                   
o obniżonej płodności prowadzi do wzrostu wrażliwości 
chromatyny plemników na denaturację, podobny wpływ ma 
przechowywanie nasienia knurów (72 godz, temp18°C)

• W przypadku knurów skutkiem zmian stabilności chromatyny 
może być obniżenie liczebności miotów

• Wyniki testu SCSA korelują z wynikami zapłodnienia i 
liczebnością uzyskanych ciąż



FRAGMENTACJA DNA PLEMNIKÓW                    
A ODSETEK ZAPŁODNIEŃ PO ICSI
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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.)



TEST COMET
(SCGE - SINGLE CELL GEL ELECTROPHPRESIS)

• 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
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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

• Fluorescencja pojedynczej komórki jest proporcjonalna do liczby 
złamań w pojedynczej nici DNA



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



http://www.andrologyjournal.org/content/vol24/issue1/images/large/andr-24-01-15-f02.jpeg
http://www.andrologyjournal.org/content/vol24/issue1/images/large/andr-24-01-15-f02.jpeg


OCENA FRAGMENTACJI DNA JAKO WSKAŹNIK 
POWODZENIA ART

• SCSA - >30% DFI
• DFI<27%,HDS<10% wzrost odsetka udanych inseminacji
• TUNEL – 12 - 36,5%
• Test SCD >36%
• 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. Vol87, No. 1, January 2007



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



Mgr inż. Katarzyna Jaroszek
Laboratorium Embriologii Klinicznej 

InviMed Europejskie Centrum Macierzyństwa
Warszawa
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