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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
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Podsumowujac, obecnos¢ fragmentacji DNA plemnikéw zostata potwierdzona przez wiele artykuty w ciggu ostatniej dekady.
Rozrdznienie pomiedzy plemnikami tych dotknietych a nie wykazujacych uszkodzonego DNA™ plemnika jest niezwykle istotne dla

postepowania klinicznego tych paCJentow \\.odniesieniu-datechnikwspomaganego rozrodu.musimy.identyfikowac plemnikdw

uszkodzonych i wybra¢ populacji 0" normalnych plemnikow". Wreszcie, obecno$¢ DNA sfragmentowanego w plemnikach jest, ma
wptyw na zarodek i potomstwa. Diagnozowanie stopnia fragmentacji DNA plemnikéw jest dzisiaj koniecznoscia.



TESTY OCENIAJACE INTEGRALNOSC
DNA

* Ocena stabilnosci i kondensacji chromatyny
AAB (Acidic Aniline Blue Stain)

* Ocena integralnosci DNA
scsA (Sperm Chromatin Structure Assay)
comet (SCGE-single cell gel electrophpresis)

TUNEL (terminal deoksynucleotidyl transferases dUTP and
labeling)

pBD FISH (DNA Break Detection Fluorescent in situ Hybridization)
scp (Sperm Chromatin Dispertion)




AAB (ACIDIC ANILINE BLUE STAIN)

« Barwnik daje pozytywna reakcje dla lizyny; w
konsekwencji niedojrzate plemniki, ktorych jadra histony
bogate sa w lizyne, wyrdzniaja sie intensywnym
zabarwieniem

* Wyniki testu wskazuja na zaburzenia protaminacj
podczas spermatogenezy

* Poziom kondensacji DNA jest skorelowany z obecnoscia

ztaman w fancuchu-DNA-monitorowanych testem TUNEL i

Comet



TEST TUNEL

(TERMINAL DEOKSYNUCLEOTIDYL TRANSFERASES DUTP
AND LABELING)

Test TUNEL ocenia stopien fragmentacji DNA

Metoda bezposrednia testu: dotaczenie do wolnego konca 3’OH w
tancuchu DNA substratu dUTP znakowanego fluoresceing (FITC -
fluorescein isothiocyanate)

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

Wiazanie dUTP do koncow DNA katalizuje terminalna
deoksynukleotydylotransferaza (TdT)



TEST TUNEL CD.

Obecnos¢ naciec w tancuchu DNA wyznakowanych sonda
fluorescencyjng mozna obserwowac w mikroskopie :
fluorescencyjnym, jako swiecenie w obrebie gtowki plemnika (sg
to tzw. komorki TUNEL-pozytywne)

Bm\trola pozytywna - dodatek DNA-zy | indukujacej fragmentacje

W kontroli negatywnej nie dodaje sie transferazy terminalnej -
brak swiecenia

Analize fluorescencji mozna wykona¢ iloSciowo przy uzyciu

cytometru przeptywowego. Ocenia sie odsetek komorek TUNEL-
ozytywnych (o pofragmentowanym DNA) | TUNEL-negatywnych
nie zawierajgcych-naciec-wiancuchuDNA)—



CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

« Cytometria przeptywowa to metoda pomiaru pojedynczych
komorek lub czasteczek przeptywajacych przez aparat w
strumieniu cieczy

 FACS (Fluorescence Activating Cell Sorting) metoda cytometrii
przeptywowej rozszerzona o mozliwos¢ sortowania

e Mierzone sygnaty
Rozproszenie Swiatta przez badana préobe

Intensywnosc fluorescencji sktadnikow komorki lub zastosowanych
barwnikow

Absorbcja Swiatta przez probke

Pomiary w czasie (uzyte dla badania kinetyki, dynamicznych zachowan
populacji komorek)




CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA CD.

« Przedni detektor $wiatta rozproszonego Stained sperm Photomulipier
(Forward Scatter Channel, FSC) - ilos¢ swiatta Tube -~
rozproszonego wzdtuz osi przebiegu Swiatta AL
wzbudzajacego

* Boczny detektor sSwiatta rozproszonego (Side
Scatter Channel, SSC) - ilos¢ swiatta
rozproszonego prostopadle do osi swiatfa
wzbudzajacego

yiﬂoﬂecﬁng
Lens

Excitation source
o Detektory fluorescencji — mozna uzywac kilka (laser beam)

barwnikow fluorescencyjnych lub
wyznakowanych przeciwciat




TEST SCSA
(SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY)

o Test wykorzystuje metachromatyczne wtasciwosci AO (oranz akrydyny) do
oceny wrazliwosci DNA na kwasna denaturacje

* Roézna wrazliwo$¢ na denaturacje i dostepnosé barwnika wskazuje na
obecnos¢ w nasieniu plemnikéw o réznym stopniu upakowania chromatyny
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RED FLUORESCENCE DMA FRAGMENTATION INDEX
www.repromedix.com/ documents/SDFAsellsheet.htm



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

TEST SCSA

U mezczyzn, buhajow i myszy o niskiej ptodnosci denaturacja
DNA zachodzi w stopniu wyzszym niz u samcoéw o udowodnione;j
wysokiej ptodnosci

20-godzinne przechowywanie w temp. 5°C nasienia ogierow
o obnizonej ptodnosci prowadzi do wzrostu wrazliwosci
chromatyny plemnikow na denaturacje, podobny wptyw ma
przechowywanie nasienia knurow (72 godz, temp18°C)

W przypadku knurow skutkiem zmian stabilnosci chromatyny
moze by¢ obnizenie liczebnosci miotow

Wyniki testu SCSA koreluja z wynikami zaptodnienia i
liczebnoscia uzyskanych ciaz



FRAGMENTACJA DNA PLEMNIKOW
A ODSETEK ZAPLODNIEN PO ICS|

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

Benchabib, Fertil Steril, 2007



ICSI

Sperm DNA fragmentation

Parameters <15% S LA
Fertilization rate (%) 75,4 70,3
Arrested development (%0)

Pregnency/transfer (%) 37,4 27,8
Pregnency/early transfer 37,6 AN
(o)

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

Miscarriage (%)

39% poronien wystepuje przy DFI>30% (Evenson et al.)
31% przypadkéw poronien-wystepuje-przy-tzyciu-do ICSI nasienia

cryptozoospermicznego | OAT (Sanchez et al.)




TEST COMET
(SCGE - SINGLE CELL GEL ELECTROPHPRESIS)

Wykorzystywany do badania fragmentacji DNA plemnikow

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

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

Mozliwos¢ analizy komputerowej



TEST COMET CD.




Ryc. W przypadku wystepowania uszkodzen DNA zaobserwowaé mozna obraz
przypominajacy komete. Glowe komety stanowi obszar jadra komérkowego,
natomiast ogon fragmenty DNA, ktore wyemigrowaty podczas elektroforezy. Im
wieksze uszkodzenia tym ogon jest diuzszy i zawiera wiecej DNA. (A) Grupa
kontrolna: plemniki o nieuszkodzonym DNA. (B) Plemniki 0 niskiej fragmentacji DNA.
(C) Plemniki o sredniej fragmentacji DNA. (D) Plemniki o najwiekszej fragmentac;ji
DNA.

http://oem.bmjjournals.com/cgi/content/full/61/12/999/F1
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http://oem.bmjjournals.com/content/vol61/issue12/images/large/om14597.f1.jpeg

Obraz DNA:
komorki 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 obecnos¢ ztaman w tancuchu DNA pojedynczych
komorek utrwalonych w agarozie

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

Ztamania w pojedynczej nici DNA wizualizuje sie wyznakowang
fluorescencyjnie sonda genomowa

Fluorescencja pojedyncZe] Komorkr jestproporcjonalna do liczby

ztaman w pojedynczej nici DNA



TEST SCD
(SPERM CHROMATIN DISPERTION)

zawieszenie komorek denat i DNA odrzucenie biatek
W agarozie enaturacja btonowych i jadrowych
znakowanie barwnikem
fluorescencyjnym (DAPI)

ocena stopnia
fragmentacji DNA

znakowanie barwnikem
Diff-Quik
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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 WSKAZNIK
POWODZENIAART

SCSA - >30% DF!

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 ciaz (ICSI+IVF) 35,7% gdy DFI<15%, 31,8 gdy DFI>15%*
Odsetek ciaz (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™!!!

Obnizona zdolnos¢ do zaptodnienia in vivo:
przytaczenie do komoérek nabtonka jajowodu
hiperaktywacja i taczenie sie z zona pellucida

Obnizona mozliwos¢ dekondensacji materiatu genetycznego
Nieprawidtowy podziat zygoty i wczesny rozwoj zarodka
Czestsze wczesne i spontaniczne poronienia

Podwyzszone ryzyko uszkodzenia genomu wynikajace z braku
mechanizmow naprawczych DNA

Ryzyko przeniesienia wad genetycznych na potomstwo



Laboratorium Embriologii Kliniczne]
InviMed Europejskie Centrum Macierzynstwa
Warszawa
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Helosperm’ Kitrom Halotech Dna, L is & smple testthat allows assessment of sperm DNA fragmentation in humans,

Principle of the method:

The methodis based on the Sperm Chromatin Dispersion (SCD)test (Ferandez et al, J, Androl 24: 5%:66, 2003; Fert Sterl 84; 633642, 2005). Infact unfixed
spermatozoa (fresh, frozen/unthawed dilted samples) are Immersed in an nert agarose microgel on a pretreated side. An Iiial acid treatment denatures DNA
Inthose sperm cells with fragmented DNA, Following tis, the lysing solution removes mast of the nuclear proteins, and inthe absence of massive DNA breakage
produces nucleoids with arge halos of spreading DNA loaps, emerging from & central core. However, the nucleoids from spermatozoa with fragmented DNA etther
donot showa dispersion hilo or the halo is minimal,
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halosperm

Comparison of sperm DNA fragmentation tests

In order to evaluate sperm DNA fragmentation, Halotech has developad the Halesperm® kit; a fast and sim
diagnastic kit based on the Sperm Chromatin F.u"r.-E'ﬁ. on (SCH) technigue first described by Femandez et al., ;

i how cur kit comparas to other technigues available on the markeat:

{ Underlying principles of the main sperm DNA fragmentation tests

ASSAY FRINGIFLE MEASURED FARAMETER DETEGTION METHOD

Additian of labsled dUDP nuclectides with isrmiral
TUNEL deaxynucieatkiyl fransferase to bolh 55 and DS % calls wih labeled ONA F"”’“““mfii‘" “ﬂﬁfﬁr
DA, broaks. Templale-indeprndent METREEapY | Tl cysame

Eleciraphoresis aof sperm cells reveals fragmented Db %4 ools with migration tais
COMET Alkalira condiong denabura DNA o revaal 55 angd 0 DA cortaining Magmeried DNA Fluorascence micrascogy
breaks, Meulral condtans rewsal mostty 5 breaks (a5 length of tail % of DE&, in sal)

DIk Fragmantation Indee (GF1):
cells with red fuarescence
divided by hotal numbsar of calls
{red +green). Exgressed as %

Kild acicl freatmeant denatures DMA with DS ar 52 breaxs.
Actiding orans binds ONA and Nuorescss grean with 05
Or A (nen-denatured] and red with 55 DA (denasurad)

Mild acd cenalumtion of DMA and lysis of protamines
credlas a chromalin decendansation halo arourd sparm
neand when DR s intact and na hale when DNA is tamaged

s cells wilh 2mall ar absenl

Brighl Sald micrasc
denordensatan Nalo ¢ opy

TUMEL, TdT | Tﬂ rriifal deaxynuclacsbdy| Translerase) —madiated dUDP s --4'r|-..1 labeling. SCSA, Sperm Chromalin Struclure
Agsay 500, Sperm Chromatin Decondensation esl, 55, Single-Stranded. i s-Siranded. (Tarozz el al., 2007, Jini
and E-ir_;mrm. 2008 -




s results obtained with Halosperm®™ are comparable to those of TUNEL and SCSA

nam el al.




The same sperm cells are stained using TUNEL and Halosparm®

Comparison of advantages and disadvantages for each technique

ASSAY MAIN ADVANTAGES MAIN DISADVANTAGES

1. Can perftem on fow spamm
2. For carigin pretocols se af
fluorpscance microsoopy
arf Mlaw eytairmlry may
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2. Can porfoam
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3, Net spanifinally dasgnad

1. Bequeres complicated imaging sofraars
2. Warinblo assay pralocals
3. Linclear threshids

1. Expanghg amuipmant
2, Small variaticns in @b condiions afact resuls
3. l::uimm-aruh-.rl_ﬂﬂ mualilae dacisiors-




{ List of competitive advantages offered by SCD technique - Halosperm® kit

. Has been specifically designed for use with human spermatozoa and unlike soma other techniques,
there exists only one standard protocol that is highly reproducible. For instance, it was recantly
demonstrated that small variations in crucial steps of the TUMEL assay can greatly affect measures of sparm
DMA fragmentation (Muratori et al., 2009).

2. |5 ona of the most economical echnigues to measurs sparm DMA fragmentation on the market.

3. Is the fastest technigque available on the market. The turnaround tima is under 1 hour, and multiple slides
can be processed at a time.

. Is the simplest and sasiest tachnique available on the market. Only basic laboratory equipmant is
neaded to perform the tast, and slides can be analyzed with any bright fiald light microscopa.

. Can be used with few sperm cells, such as in cases of oligozoospermia.

.5 a highly versatile tool that can also be used in research in conjunction with a numbear of other
lachniques, a.g. labeling for B-oxoguanine to measurs oxidative stress, FISH to measure chromosomal
aberrations or immunoecytochemistry to investigate protein status,...







halotech

Kit for DNA fragmentation analysis in Canis
familiaris spermatozoa
(10 determinations)

KIT CONTAINS

ask 100 T f siric [=11E]; Work under
contimuous &l cover trays during
ncubation step.
BACKGROUMND

SPERM-HALD M AN Lo HALOTECH DHNA S5SL

SPERM-HALOMAX

SPERM HALODMAX

-

halomax

MATERIAL AND EQUIFMENT REQUIRED BUT
HOT PROVIDED

RECOMMENDED STAINING SOLUTIONS

For fluorescence mMicroscopy: ar

INSTRUCTIONS FOR USE

Including ©he sperm samplke In agaross
mlcrogel

HALOTECH DNA 5L

Frocessing the sperm sample

£ | 227 Work
under fume hood or cover the tray during
incubation!




Staining the sample

REAGENTS STABILITY AND STORAGE

UNDER THE MICROSCOFPE AND CLASIFYING THE
NUCLEDIDS

TROUBLESHOOTING THE PROBLEM -IT'S
COMMON  CALUSE OUR SUGGESTED
APPROACH

SPERMATOZOA WITH FRAGMENTED DMNA

SPERMATODZODA WITH UMFRAGHENTED




@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 o
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

5. degraded

4, without halo

3.small halo

1. big halo 2. medium halo




Dyn-Halesaerm® distiaguishes belween Tragrmented and ner-fragmented DA in seerm cells and allewsthe calculatian of the Sperm
O, Fragmertalion mdes (S0F], Le he pergeriage of dpermaiozea with rragmenbed DhlA, Inadditan, esing the Dyn-Halosperrm® il
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[ infermation pravided by Dyn-Halesperm:®

™

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

2. Rate of change.

3. Mean_

i

l clinical applicatians basad on basal fragmentation and rate of change

Knawing the avelutien of spearm DA fragmentation aver Ume alleows ¢linlelans fa:
1. Select the aplimum moemenl i carry oul an ART evele,

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, Adseas the guallty of ermen 2armples: ar dansrs Tor aulitak |ty
i, PFrovide answers (e casee: af unelplained infertility, ART Tailure ¢r repealted aboriens.







Dziekuje za uwage
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