In Vitro akroszoma reakcio és
lehetoségek a hatarérték alatti
akroszoma reakcio novelésére

Dr. Hajnal Agnes, Dr. Mikus Endre

LabMagister

2017.11.17 training & science




Ferfi oldali kivizsgalasok

Infertilitasi probléma

/ \

HABAB vizsgalatokkal parhuzamosan:

- Anatomiai elvaltozasok, sérulés

- Spermatogram

-DNS fragmentacio

-Genetikai vizsgalat (FISH technika)
Koromoszéma torések és aberraciok kimutatasa

Aszisztalt reprodukcio
lehetosége felmerul:

- HBA

- Akroszéma reakcio

- DNS fragmentacio,

% (ha még nem tortént meg)

Eldontheto:
Funkcionalis Terapia

vizsgalatok vagy

inszeminalas, IVF, ICSI

+in Vi kozasok
In vitro beavatkozaso LabMagister

2 training &£ science




HBA teszt vagy akroszoma reakcio?

R

l\lltk‘lls

acrosome with soluble

H BA teS Zt hynluronidasc
GPl-anchored hyaluronidase
on plasma membrane

"' > hydrolysis of cumulus hyaluronan
by GPI-anchored hyaluronidase

: @ cumulus
De wuw zona [\
| » Akroszéma
@h)droymso hyaluronan reakCIO

in zona pellucida by
® zona pellucida released hyaluronidase
penetration and
fertilization

cells

http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HAO03/HAO3E.html

HBA teszt @S akroszéma reakcié <
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Akroszoma reakcio

A spermiumok a kumulusz sejt réetegen athaladva aktivalodnak, es a
petesejt kozelébe erve végbemegy bennuk az AR.
Ha nincs megfelel6 szamu AR, akkor nincs megtermékenyulés.

Plasma - - - Outer - Fusion _ weiine ‘,w_____j.——': L =
membrane acrosomal otein receptorse—— S |&2_-E00 Plasma
membeane Acrosomal E; 5 i
Al = contents 8\ &
crosome - — Inner Sperm resc Y DYy
acrosomal E . acrosomal =~ iy ety cos— AR ace
quatorial membrane . @
membrane sepment [
= Plasma L Cortical
Nucleus membrane
acrosome reaction
* Fusion
* Exocytosis
https://humanphysiology2011.wikispaces.com/15.+Repr https://en.wikipedia.org/wiki/Human_fertilization

oductive+Physiology
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Akroszoma reakcio merés folyamata
[ 0 WHO V. guideline-t kovetve

Detektalas

Szeparacio Kapacitacio Aktivacio A
(Ficoll gradiens) (3h inkubécio) (Ca2* hullam) (CD46 - Aramlasi

citométer)

76,2 %

Spontan akroszéma reakcio Indukalt akroszoma reakcio
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Eredmeények I.

> 180 minta vizsgalata

Sontan AR megoszlas

150+ 15%
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Spontan akroszéma reakcio (%)

WHO guideline kritériumok

AR% a kezeletlen mintaban: 215% Prematuralis (spontan) akroszéma reakciod:
Az akroszoéma reakcié a megfelel§ stimulus
hidnyaban is, id6 el6tt végbemegy.

<15% Nincs prematuralis (spontan) akroszéma reakcio

ARIC pontszam: <10% Elégtelen akroszoma reakcid
10-15% FeltehetGen elégtelen akroszoma reakcid
215% Megfelel6 akroszoma reakcid

Kivaltott AR megoszlas (ARIC)

25 15%
|
= 204
2,
2 15-
2
.
3 10- 1]
© [
> U
O 5.
0
0 20 40 60
Kivaltott akroszéma reakcio (%)
Spontan Kivdltott
5% 0,83% 3,1%
25% (Kvartilis 1) 1,3% [ 104%
50 % Medidn (Kvartilis2) | | 24% 18,4%
75 % (Kvartilis 3) 4,3% 31,0%
8,8% 51,8%
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Eredmeények Il.

AR és morfologia osszefuggeéese

Indukalt AR esetén (N>180)

32,3%

11,1 %

Ertékelési kateqoriak:

AR% a kezeletlen mintaban: 215%

<15%

ARIC pontszam: <10%
10-15%
215%

Megfelel6 AR
Feltehet6en elégtelen AR

Elégtelen AR

56,6 %
Megfelel6 Nem megfeleld
AR AR
Normozoospermia — 85% 15 %
Nem normozoospermia —> 37 % 63 %

Funkcionalisan OK
(mozgas, aktivacio, sejt felszini receptorok,
sejten beliili szignalizacios ut)

Prematuralis (spontdn) akroszéma reakcid:
Az akroszéma reakcié a megfeleld stimulus Fenotipus OK
hianyaban is, id6 el6tt végbemegy. (sejtszam, morfolégia) #
Nincs prematuralis (spontan) akroszéma reakcid

Elégtelen akroszéma reakcid
Feltehet6en elégtelen akroszéma reakcio
Megfelel§ akroszoma reakcid

LabMagister
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Hosszabb ideju kapacitacié hatasa — |.

~200 mintabdl / ~ 100 vizsgalata

Gyakorisag megoszlas Gyakorisag megoszlas
3h

Overnight

154 15-

Gyakorisag (db)

Gyakorisag (db)

0 20 40 60 80

0 20 40 60 80
Kivaltott akroszéma reakcio (ARIC %)

Kivaltott akroszéma reakcio (ARIC %)

Fokozottabb AR figyelhetd meg a hosszabb kapacitacion atesett
mintak esetében

A mintak ~ 60 %-nal novelheto az AR.

96 vizsgalt mintabdl jelentds javulas 21 minta esetében volt (22%).

LabMagister
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ARIC érték

65% -

55% -

45% -

35% -

25% -

15% -

5% -

-5%

Hosszabb ideju kapacitacio hatasa — II.

Alacsony AR értékrol
hatarérték feletti értékre
novekedés lehetséges a mintak
19%-nal.

Nincs O0sszefluggés az elozetes
j6 AR eredmény és a hosszabb
ideji kapacitacio kivaltotta AR
novekedés kozott. \

\O*

3h Overnight
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Hatas a DNS fragmentaciodra

DNS fragmentacios index

3h
6 15%
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1

£
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DNS fragmentaciés index

Overnight
15%

20 30 40
DFI (%)

*Szeparacioé nagymértékben csokkenti a fragmentalt DNS tartalmu

sejtek szamat.

‘Nincs valtozas a DNS fragmentaciéban a kapacitacios id6
hosszabbitasaval.
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Hatas a mozgékonysagra

Progressziven mozgo spermiumok
25+

Nem mozgo sejtek megoszlasa

-5 3h ad -§- 3h
= 204 ',"“ -i- Overnight = 154 -i - overnight
E ! ‘\ E /
(=] - I' “ (=] "
:g * 'I ‘\ \g 104 I‘
S 104 k-~ [ oD o
© y B © p S
= \ \ > 5 Sae
O sy X o
0 T 1 04 Y 1
100 150 0 50 100 150
Prorgessziv motilitas (%) Nem mozg6 sejtek (%)
N=56 minta
‘Progressziv motilitas minden esetben csokkent, vagy nem
valtozott
‘Nem progressziv mozgas 14 minta esetében nétt (25 %)
‘Nem mozgé spermiumok szama nétt. LabMagister
11
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Lehetoségek hatarérték alatti AR
novelésére in vitro

Kapacitaciot elosegito
korulmények

e Oldatok

e |dotartam

AR novelés

Komplex hatas
fokozas

» pentoxifylline

LabMagister
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Spermium funkciok novelése in vitro
Szemeélyre szabott eljarasok

7 1Lminta )/ 2.Minta O [/ 3. Minta

4 4 4

Vizsgalatok

- fenotipusos Személyre szabott Aszisztalt Reprodukcioés
e Ol - in vitro eljarasok folyamat el6tt kivalasztott
tesztelése in vitro médszer
Vizsgalécentrum/
Reprodukcios ] o
Kozpont LabMagister Vizsgalocentrum/

Reprodukcios Kézpont

u_ab Magister / \\ / \\ /

In vivo » Terapiasan nem javithaté
Terapiasan javithaté In vitro javithaté

LabMagister
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Osszefoglalva

>180 minta vizsgalata
Spontan és kivaltott AR merés aramlasi citometerrel

Az akroszoma reakciot a reprodukcios kozpontok
beépitettek a vizsgalati protokolljukba.

Az AR In vitro is novelhetok.

Egyéni variancia mp személyre szabott
kezelések ...

LabMagister
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GPIl-anchored protein

. N-terminal amine acid

C-terminal amino acid

Levalé fehérjerész pl: PH20
5 - aktivalédott spermiumon
- hyaluronaz aktivitassal rendelkezik
- kumulusz sejtek rétegén valé atjutas

Hirih Ikezawa: Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anchored proteins;
Biol. Pharm. Bull. 2002, 25(4): 409-417.

Inositol
-3 Protein release phospholipid

NHydrophobic \ @ Glucosaming
anchor region @ Mannose

Capacitation @ Phosphoethandamine

Phosphatidyl GPI anchored

inositol prolem e

Sperm cell
surface ==

Cholesterol loss

Satyajit Mayor. ACEing GPI release. Nature Structural & Molecular Biology; 2005, 12: 107-107

'&W
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Mi az oka?

Kapacitacié folyamata

O Cholesterol ROS NO
a ('('Ept(]l'

production

Ca?*  HCOy /

} outside
C) cholesterol —* ' Membrane fluidity / PL remodelling -

inside

PLA2 1
Ko c-ras .

ca ﬁ HCO; :

PKC «— ] \ '\ MEK

TN A N
PKA +— camp - X
/ Pfl:rK Tyrosine phosphorylation MAPK
+/ 2 @ ! /

HYPERACTIVATED <1 CAPACITATION
MOTILITY

Progeszteron indukalta AR

17

ZP keresztul megvalésulé AR

[ PROTEIN PHOSPHORYLATION

] s - !
\ \ \ G
ACROSOME REACTION ]

LabMagister
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Akroszoma reakcio mereés folyamata
WHO V. guideline-t kovetve

Szeparacio Kapacitacié
Spermiumok szeparalasa Inkubalas kapacitaciot el6segit6
slrldséggradiens centrifugalassal korulmeények kozott:

Spermium szuszpenzié (108 db/ml)
Minta 20 perc, 500 % g | Ondéplazma
00__ —— L :
a0%__L | Feherj¢k 3hours (|©] 37°c, 5% co,

80% | :
Spermiumok

Akroszéma reakcio kivaltasa Akroszoma reakcio detektalasa
@ AR indukalasa Ca?* ionoforral CD46 és propidium-jodid jeldlés,
aramlasi citometrias mérés

1. Kontroll cs6: @ Ca?* ionofor

. Propidium-jodid:
Minta Spontan AR% ropln HmAod
Eletképtelen spermiumok kizarasa
2. Teszt cs6: 10 ymol/l Ca?* ionofor CD46-FITC:
- o
Indukalt AR% Intakt akroszéma:  negativ
.. AR végbement: pozitiv
omn  (F|@] 37°c, 5% co,
LabMagister
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Ertékelés

(WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen V.)

1. Kontroll cso (spermiumok — Kontroll) Prematuralis (Spontan) AR mutaté

% sejtek %-os aranya
S~ Prematuralis (spontan) akroszéma
0,
215%  reakcio: 1]
Az akroszoma reakcié a megfeleld
> stimulus hianyaban is, id6 eltt
végbemegy.

) o, Alacsony prematuralis (spontan) OK
0- 15% akroszéma reakcid

2. Tesztcso (spermiumiok + Ca?*ionofore — Indukalt) - 1. Tesztcso (Kontroll)

\ ARIC pontSZém (Acrosome Reaction after lonophore Challenge ).
N——— ARIC = AR%(indukalt minta) - AR%(kezeletlen minta)

> 15% Megfelel6 akroszoma reakcid OK

10-15% Feltehetéen elégtelen akroszéma
reakcio )

0-10% Elégtelen akroszéma reakcié |11

LabMagister
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Hatas az akroszoma reakciora

65% -
% Vizsgalt mintak (96 db)
55% -
Hatas: 62 novekedés T
45% - 34 csokkenés |
35% -
! g0
o) o
5 2% 64%
2 15% -
<
5% -
5% - Egyéni variancia!

3h Overnight

Jelentds javulas 21 minta esetében volt (22 %).

Nem prediktalhaté, hogy az adott minta javithaté-e vagy sem.

R
LabMagister
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Progeszteron indukalta AR

Zona pellucida

O — Progesterone

® —sPs
Cumulus cell
@® — Acrosin
e
o e \
,4———"1 3 "
//. ®e Gas
/ L] A
—_— /f O
Sperm by ) | Q
P \ . ' ‘\ Q O @
>
] ‘\\\\§§_o___,/’i/ ° L ]
\ e o
\\ L] ° °

Acrosome
reaction

Schematic representation of sperm releasing NYP-SP8 (SP8) and
interacting with cumulus cells. As aresult of

SP8 binding to cumulus cell surface, intracellular calcium of the
cumulus cell increases and leads to progesterone release, which
subsequently triggers AR to facilitate sperm penetration of the
cummulus.

Ting Ting Sun, Chin Man Chung, Hsiao Chang Chan

Acrosome reaction in the cumulus oophorus revisited:involvement
of anovel sperm-released factor NYD-SP8

Protein Cell 2011, 2(2): 92-98

DOI 10.1007/s13238-011-1022-5

21

Nagy szamu spermiumban
végbemegy az AR még miel6tt
elérné a ZP réteget.

ZP3-ZP3R nem az egyetlen ut
az AR kialakitasahoz

Biz. Spermiumokban az AR
végbemegy, ha kapcsolatba
kertl a kumulusz sejtekkel

Biz. Spermiumokban csak a ZP-
val valé kapcsolat utan alakul ki
az AR.

A kumuluszsejtek és a
spermiumok kozotti parbeszeéd.

A kumulsz sejtek rétege sokkal
szorosabb barrier, mint
gondoltuk.

LabMagister
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lvarsejtek membran-

[ \Q osszeolvadasanak vegso fazisa

\Q’/ Sperm egg binding and subsequent fusion is
a three-step event. (A) Sperm initially binds
with the apical tip of the inner acrosomal
membrane to the oolemma. (B) After proper
positioning, the apical binding is diminished
and has facilitated a lateral binding
\« of the sperm cell to the oolemma. The
equatorial region of the sperm head plasma

' membrane is involved in this process. (C)
The sperm cell is now capable of fusing its
equatorial plasma membrane with the
oolemma. The tail stops beating and stijens
after equatorial

\a sperm binding. (D) The multidomain
\ organization of fertilin (heterodimer protein

from the ADAM family) has been proposed
to be directly involved in processes (B) and
(C). (A"C adapted from [3] and D from [383])

¥ fusion peptide

RN RNNE= o

disintegrin cysteine-rich EGF

IlllllllllE ; B

Fletsch, F, M. Dynamics of the mammalian sperm plasma membrane in the process of fertilization. m

22

Biochimica et Biophysica Acta; 2000, 1469: 197-235. .
LabMagister
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Progeszteron indukalta AR
[ \Q szignalizacios ut

\ ACROSOME REACTION

Elisabetta Baldi, Michaela Luconi, Lorella Bonaccorsi, Gianni Forti
NONGENOMIC EFFECTS OF PROGESTERONE ON SPERMATOZOA:
MECHANISMS OF SIGNAL TRANSDUCTION AND CLINICAL IMPLICATIONS m

Frontiers in Bioscience. 1998; 3: d1051-1059 .
LabMagister
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https://www.bioscience.org/1998/v3/d/baldi/address.htm
https://www.bioscience.org/1998/v3/d/baldi/address.htm
https://www.bioscience.org/1998/v3/d/baldi/address.htm
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Akroszoma reakcio ZP at megvalosulo
molekularis mechanizmusa

PKC | -~

[ PROTEIN PHOSFHORYLATION |

Y Y Y Y /

s ACROSOME REACTION ] et

La bM aglster
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Gyenge HBA reakcio kezeléese

INCREASED HYALURONAN ACID BINDING ABILITY OF
SPERMATOZOA INDICATING A BETTER MATURITY,
MORPHOLOGY, AND HIGHER DNA INTEGRITY AFTER
MICRONUTRIENT SUPPLEMENTATION

Sub-/infertile males were invited to participate and take two
daily capsules of the active compound for a 3-month period
between the first and the follow-up semen analysis. Each
capsule contained L-carnitine, L-arginine, zinc, vitamin E,
glutathione, selenium, coenzyme Q10 (CoQ10), and folic
acid (Profertil®). 40 sub-/infertile men receiving no active
treatment served as controls; this was measured by change
in SHBA after 3 months

s
LabMagister
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In vitro beavatkozasi lehetoségek

* noveli a mozgo
spermiumok mozgasat
(curviliner velocity, path
velocyty, stait-line velocity,
lateral head displacement,
beat cross frequency) mind
normozoospermias és
asthenozoospermias
paciensekben

*Nem noveli a mozgo
spermiumok szamat

*10 min — 2 h-ig megmarad
az aktiv mozgas

*Indukalt AR az ICSI el6tt
noveli az AR spermiumok
aranyat, noveli a sikeres

terhességek szamat

26

Mozgas és aktivitas
csokkenése/hianya

Fagyasztas-
Felolvasztas

In vitro
lehetbségek

Ca?* ionophore, Kombinalt probléma
Progeszteron,

Follikulus folyadék,
egyeb

Egyeéni variancia!

* noveli a kevéssé
fragmentalt
spermiumok
aranyat a mintaban

T N\0

La bM agister
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Hialuron kotodési kepesseg vizsgalata
HBA teszt

Nucleus

\ 2 \ acrosome with soluble
§ ( ‘~}/' hyaluronidase
' \
\ \\! 2 } i
ﬁ'\"{'—, — GPl-anchored hyaluronidase

on plasma membrane
s SO

HA is part
of the cervical
mucus

hydrolysis of cumulus hyaluronan
by GPl-anchored hyaluronidase

Sperm containing (%)
Hyaluronidase digest HA Zona pellucida Qo

P & 55 oA i L B

8 o Y 6% . 9\

@) Q) \! ,@\“
O O F o(\ o0 69‘0
0‘ x 0‘ ot zona |\
(\0‘\ pellucida

b‘ W cumulus
00 OG‘\ ,b(\eﬂ\ cells
NN
\¢0 ‘(\o°JQ
0? S° @ acrosome
c© reaction
\c,\“
@ hydrolysis of hyaluronan

in zona pellucida by
® zona pellucida released hyaluronidase

Hyaluron Binding Assay (HBA) teszt penctration and
http://lwww.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HAO3/HAO3E.html
Az akroszéma reakcidvalegyutt (max 1 hénap kiuillonbséggel)
érdemes elvégeztetni ezt a vizsgalatot is. .

LabMagister
training & science
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Megfelelo AR 3h inkubacio utan

65% -

- Vizsgalt mintak (96 db)
55% - —

| Megfelel6 AR esetén (58 db):

% - ; 4
o Q— 37 ndvekedés T
e 2 21 csokkenés |

35% - T)&

on | RS —~ ﬁ
15% - "l‘:/i}:% 6 3 %

5% -

R\T\
\

-5% .
3h Overnight

Jelentds javulas 12 minta esetében volt.

32 %
LabMagister
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ARIC érték

Elegtelen AR 3h inkubacio utan

65%

55%

45%

35%

25%

15%

5%

-5%

¥ Vizsgalt mintak (96 db)
Elégtelen AR esetén (26 db):

16 ndvekedés T
10 csokkenés 4

e

3h Overnight

Jelentds javulas 5 minta esetében volt.

31 %

R

29
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ARIC érték

65% -

55% -

45% -

35% -

25% -

15% -

5% -

-5%

Feltehetoen elegtelen AR

Vizsgalt mintak (96 db)

Feltehetben elégtelen AR esetén
(11 db):

8 ndvekedés T

3 csdkkenés 4

T 73%

3h

Overnight

Jelentds javulas 4 minta esetében volt.

30

50 %

LabMagister
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