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1. Bevezetés

1.1 Infertilitas

A meddoség jelentOs egészségiigyi probléma, amely sok part érint. Fogalma gy hatarozhat6
meg, mint 12 honapon at tartd, rendszeres, védekezés nélkiili nemi kdzostilést koveto sikertelen
teherbeesés (Brugo-Olmedo et al., 2001). Meddé parok esetében koriilbeliil 85%-ban
azonosithatéak az okok, azonban a fennmaradé 15 %-ban ismeretlenek (Makar & Toth, 2002).
A leggyakoribb okok kozé tartozik a teljesség igénye nélkiil az ovuldcios diszfunkcid, az
endometridzis, az emelkedd anyai életkor, a férfi medddséget okozo tényezdk, valamint a
petevezetéket érintd problémak. Kornyezeti és életmddbeli tényezok, mint a taplalkozas,
stressz, toxikus anyagoknak val6 kitettség mind karosan befolyasolhatjak a termékenységet
(Carson & Kallen, 2021). Az ovulacios rendellenességek a medddségi diagndzisok koriilbeliil
25%-4t teszik ki. Az anovulacidban szenvedd ndk 70%-a policisztas- petefészek szindromaban
szenved (policystic ovary syndrome, PCOS). A medddség a terméketlenséggel Osszefiiggd
kronikus alapbetegség markere is lehet (Brugo-Olmedo et al., 2001). A reproduktiv egészség
terliletén a medddség olyan hidnyossagot jelent, amely nem veszélyezteti az egyén testi épségét,
¢s nem is életveszélyes, azonban negativan befolyasolhatja az egyén fejlodését, frusztraciot
okozhat és rossz hatdssal lehet a mentalis egészségre, mivel a legtobb par 1étfontossaga célnak
tekinti a gyermekvallalast (Hassan & Killick, 2004). Az el6fordulasi gyakorisagban jelentds
foldrajzi kiilonbségek figyelhet6k meg, és ezeket a kiilonbségeket nagyrészt a kiilonbozo
kornyezeti, kulturalis és tarsadalmi-gazdasagi hatdsok magyarazzak (Ombelet et al., 2008b) Az
1950-es évek eleje O0ta a demografiai felmérések a sziiletési rata folyamatos csokkenését
mutatjak minden eur6pai orszagban, a régiok és a tarsadalmi osztalyok kdzotti nem szignifikans
eltérésekkel. A magas jovedelmii orszagokban a lakossag koriilbeliil 15%-at érinti a medddség
(Healy et al., 1994), és ez az ardny még magasabb az alacsony jovedelmi orszdgokban
(elo6fordulasa 9-30%) (Carson & Kallen, 2021). Ez arra vilagit rd, hogy az egészségesebb
¢letmodot 0sztonzo, valamint a szexudlis Uton terjedd betegségek terjedésének csokkentését
célz6 programok tervezése és végrehajtasa a medddségi rata csokkenését okozna, éppen emiatt
lenne fontos, hogy a kutatasok fokuszaban alljon (Adler, 1996).

A termékenység fokozatosan csokken az életkor eldrehaladtaval, és a ndk esetében 35 éves
kor utan rohamosan esik. A legtobb kutatds azt mutatja, hogy 41 éves korukra a legtobb nd
terméketlenné valik (Petraglia et al., 2013). A termékenység fokozatos csokkenése az anyai
életkorral a spontan vetélések és a magzati genetikai rendellenességek fokozatos novekedésével
Jar egyiitt, ez utobbi pedig nagy valdszinliséggel a petesejtek szamanak és mindségének
fokozatos csokkenésével fiigg Ossze (Homan et al., 2007). A késdi gyermekvéllalds a
tarsadalmi szokasok mélyrehatd valtozasanak eredménye, kiilonosen a magas jovedelmil
orszagokban (Ombelet et al., 2008b). A ndk életkordnak eldrehaladtidval a medddséghez
kapcsolodo leggyakoribb tényezdk a mdasodlagos amenorrhoea, a PCOS, a méhben levd
myomak €s az endometriozis. A masodlagos hypothalamus amenorrhoea az agyalapi mirigy
felé irdnyul6 hypothalamus jelek diszfunkcidja (Evers, 2002). A diszfunkci6 gyakran 6sszefligg
a kronikus stresszel, ami a gonadotropin szekréciot a prepubertéds lanyoknal tapasztalt szinthez
hasonlé szintre csokkenti (Giles & Berga, 1993). A fizikai, metabolikus és pszichologiai
stresszorok fiziologiai alkalmazkodast igényelnek, valamint, ha nem megfeleld a kezelés, abban
az esetben a betegség okozdjava is valhatnak (Hassan & Killick, 2004). Tudomanyosan
bizonyitott, hogy a dohdnyzasnak szamos kdros hatasa van a termékenységre. Karosan
befolyésolja mind a férfi, mind a néi termékenységet (Hassan & Killick, 2004). Emellett tobb
kutatas is zajlott annak érdekében, hogy kideritsék a koffein befolyasolja-e az esélyeket a
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teherbeeséshez. Az eredmények azt mutattak, hogy a koffein befolyasolhatja a ndi reprodukciot
azaltal, hogy megvaltoztatja az ovulaciot és a sargatest mikodését okozd hormonok szintjét.
Tobb kutatés is alatdmasztotta, hogy Osszefiiggés van a magas koffeinfogyasztas €s a terhesség
csokkenésének esélye kozott (Hassan & Killick, 2003). Az alkohol hatasat is vizsgaltak, mely
ismert teratogén. Beszamoltak arrdl, hogy csokkenti a termékenységet, bar a kockazathoz
kapcsolodo fogyasztas mértéke még nem tisztazott. Vitatottak azok a mechanizmusok, amelyek
révén az alkohol karosithatja a fogantatast, de ezek kozé tartozik az alkohol altal kivaltott
Osztrogénszint-emelkedés, ami csokkenti az follikulus stimulalé hormon szekréciot, elnyomja
blasztociszta fejlodésére és beagyazodasara (Petraglia et al., 2013). Tovabbi karos tényezd lehet
a kiilonbozo sugarzas, amivel taldlkozik az ember nap, mint nap. Kutatdsok kimutattak, hogy a
férfi és noi reproduktiv rendszer érzékeny a sugarzasra, amely a kapott dozistdl, a sugarzas
tipusatol (ionizaldé/nem ionizald) €és az expozicid idétartamatdl fliggden dtmeneti vagy tartos
medddséget okozhat (Makar & Toth, 2002).

A medddség jelentds tarsadalmi-gazdasagi jelentdségli probléma, amelynek szamos szervi
oka van, és amely megeldzéssel, diagnozissal és korai kezeléssel kezelheté (Ombelet et al.,
2008b). A medddség olyan allapot, amely a reproduktiv korban 1év6 parok egyotdodét-hatodat
érinti. Ahhoz, hogy a medddség okait kideritsék, mind a két fél vizsgélata sziikséges (Makar &
Toth, 2002). Mind a ndi, mind a férfi medddség vizsgalatit nagymértékben befolyasolta a
molekularis bioldgia és a genetika fejléddése. Ez a két tudomanyag kulcsfontossagi a meddd

parok tanulmanyozéasa, diagnosztizalasa és a megfeleld kezelések megtalalasa szempontjabol
(Hassan & Killick, 2003).

Eletkor, kés6i Eletmodbeli Stressz
gyermekvallalas tényezok

N\ ! A

Meddoség
Pd I ~\

Onkofertilitas . L 5 Dohanyzas
Kornyezeti tényezok

1.abra: A meddoség kockazati tényezoi (Forras: (Carson & Kallen, 2021) )



1.2. Ismeretlen eredetii meddiség

Az ismeretlen eredetii medddség diagndzisat csak a medddség gyakori okainak kizarasat
kovetden lehet megallapitani (Zegers-Hochschild et al., 2009). Ehhez standard termékenységi
vizsgalatokat alkalmaznak, amely soran sperma analizist végeznek, normal ovuléacids funkciot
(alaptesthomérseéklet, luteinizald6 hormon (LH) szérumszint emelkedése, progeszteronszint
lutealis fazisban), valamint a petevezetékek atjarhatésagat vizsgaljak (Crosignani et al., 1993).
Azért esett ezekre a tesztekre a valasztds, mint standard termékenységi vizsgalatok, mert
hatarozott korrelaciot mutatnak a terhességgel. Abban az esetben, ha ezek koziil egyik okot sem
tudjak azonositani, mint a medddség lehetséges oka, akkor ismeretlen eredetli medddségként
diagnosztizaljak (D. S. Guzick et al., 1994; Smith, 2003). Altaldnossagban ez a néi meddéség
kozel 40%-aért €s a parok 8-28%-aért felelds (Thonneau et al., 1991). Az ismeretlen eredetii
meddoség eldforduldsanak gyakorisdga a vizsgalt populdcid életkoratél ¢€s kivalasztasi
kritériumaitdl fliiggden valtozik (Aboulghar et al., 2003). A sperma analizis az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) kézikonyvében megadott also referenciahatarok (5. percentilis 95%-o0s
konfidencia intervallumokkal) alapjan torténik, melyek a kovetkezok: a spermiumkoncentracio
16 M/ml, motilitas 42% (38%-42%), progressziv motilitas 30% (31%-34%), vitalitas 54%
(55%-63%), normal morfologidja 4% (3%-4%), DNS-fragmentacioé (DF) pedig maximum 25-
30% (Jensen et al., 2001). A parok mintegy 20%-nal a medddség egyetlen oka a spermiumok
funkcionalis paramétereinél levé probléma, valamint tovabbi 25%-ban hozzéajarul a medddség
kialakulasdhoz egyéb tényezdkkel egyiitt (Hull et al., 1985). A peteérés zavarai a meddé parok
kortlbeliil 21-25%-4t érintik (Zegers-Hochschild et al., 2009).

A WHO az ovuléciés rendellenességeket 3 csoportba sorolja. Az elsd ilyen csoport a
hipotalamusz-hipofizis elégtelenségbdl eredd ovulacidés zavarok, melyek az ovuldcios
rendellenességek koriilbeliil 10%-at teszik ki. A masodik csoport a hipotalamusz-hipofizis
petefészek tengely diszfunkcidja miatt kialakul6 ovulacios problémak, beleértve a PCOS-t és a
hiperprolaktinémids amenorrheat (Gelbaya et al., 2014). Az ovulacids zavarokban szenvedd
nok korilbeliil 85%-a tartozik ebbe a kategéridba. A harmadik csoport pedig a petefészek-
elégtelenség okozta ovulacids rendellenességek, ezek az ovulacids zavarokkal kiizddé ndk 5%-
at érintik (Smith, 2003). A standard termékenységi vizsgalatokat kovetden a negativ eredmény
nem minden esetben egyenld azzal, hogy nincsen feltdrhaté oka a medddségnek. Sok esetben
nehezen kimutathat6 okok rejtéznek emogott (Evers et al., 1998). Ilyen példaul a ndk esetében
az endometriozis. Diagnosztizalasa nehéz lehet, kiilonosen atipusos elvaltozasok esetén. Sok
esetben az ismeretlen medddség oka lehet a nem diagnosztizalt endometridzis (Giudice & Kao,
2004). Egy kozelmultbeli tanulmanyban az ismeretlen eredetii medddséggel diagnosztizalt
nokon végzett diagnosztikai laparoszkopia az esetek 15%-aban endometriozist mutatott ki
(Gelbaya et al., 2014).

A reprodukcids rendszer teljeskorii értékeléséhez még messze nincs elég ismeret, mivel
szdmos, felmérés vagy funkcid vizsgalata nem keriilt még a kutatas kozéppontjaba, ezaltal
ezekrdl kevesebbet tudunk, beleértve a méhnyak nydlkahartydjat, a kapacitaciot, vagy a
spermiumoknak a méh-cs6 csomoponton vald athaladdsanak képességét (Abdelazim et al.,
2018). A medddség egyik fontos tényezdje lehet a hibas petesejt, kiillondsen az iddsebb
pacienseknél, azonban ez egy olyan probléma, melyet nehéz felmérni. Emellett jelenleg nem
allnak rendelkezésre olyan tesztek, amelyekkel a sikeres beagyazddas esélyét lehetne
megallapitani (Smith, 2003). A Royal College of Obstetricians and Gynecologists
iranymutatdsa szerint, az ismeretlen medddségben szenvedd paroknak meg kell probalniuk a
varandos kezelést az asszisztalt reproduktiv kezelés (assisted reproductive techniques, ART)



elott (D. Guzick et al., 1998). Egy ilyen terhesség esélye elsOsorban a paciens koratol, a
meddoség fennallasanak iddtartamatol, valamint ugyanabban a parkapcsolatban 1évo korabbi
terhességek eléforduldsatol fliigg (Ray et al., 2012a) . A spontan terhesség esélye a varandos
kezelés mellett alacsony, de soha nem nulla. Egy kutatas soran arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy az empirikus klomifén-citrdt és a méhen belilli megtermékenyités (intrauterine
insemination, IUI) nem kinal jobb ¢lvesziiletési aranyt a kontroll populaciohoz képest
ismeretlen eredetli medddség esetén (Wordsworth et al., 2011). A petevezeték atoblitése
bizonyitottan ndveli a terhesség esélyét ismeretlen eredetli medddség esetén, valamint az
endometriozis korai stddiumaban. egy tanulmény soran kimutattdk, hogy a lipiodol-os
petevezeték-oblitéssel kezelt meddd parok terhességi aranya szignifikdnsan magasabb volt,
mint a kezelés nélkiili csoportban (Nugent et al., 2002). Azt feltételezték, hogy az olajos-alapt
petevezeték-0blités utdni megndvekedett terhességi arany a petevezetékben 1évd tormelék
eltavolitasaval all Osszefiiggésben (Agic et al., 2006). Van egy hipotézis, mely szerint az
ismeretlen eredetli medddségben szenvedd parok esetén az IUI ndveli a petesejtek szadmara
elérhetd mozgékony spermiumok siirliségét, ezzel tovabb novelve a teherbeesés esélyét is
(Hughes et al., 2010). A korabbi vizsgalatok valdban jobb terhességi aranyokat mutattak az [UI
esetén, azonban a legujabb tanulméanyok megkérddjelezték ennek a hatdsat 6sszehasonlitva 6
hoénapon 4t tartd kezelés nélkiili varakozassal szemben (Steures et al., 2006). Mind a stimulalt,
mind a nem stimulalt IUI hatékonyabb, mintha a paciens egyaltalan nem részesiilne kezelésben,
azonban egyes szakemberek szerint nem szabadna felajanlani opcidként a petefészek-
stimulaciot, annak ellenére, hogy a stimulalt [UI magasabb terhességi aranyt eredményez, mint
a nem stimuldlt, mivel ikerterhesség magasabb kockazataval jar (Abdelazim et al., 2018). Az
in vitro fertilizdci6 (IVF) és az intracitoplazmatikus spermium injekcié (ICSI) dragék,
invazivak, azonban a leghatékonyabb modjai a medddség kezelésének (Sunkara et al., 2023).

Osszességében elmondhato, hogy az ismeretlen eredetli meddéség gyakori diagnozis, mely
a medd6é parok 30%-at érinti (Abdelazim et al., 2018). Tovabbi kutatdsra van sziikség a
medddség egyéb lehetséges okainak feltarasahoz, mint példaul a petevezetékkel kapcsolatos
szallitasi problémak, ovulacios diszfunkcid, az ivarsejtek mindsége, a spermiumok
diszfunkcioja, az endometrium fogékonysaga, a lutedlis fazis defektusa, végiil pedig az
endometridzis (Smith, 2003). Emellett pedig nincsen egyértelmii valasz arra a kérdésre, hogy
mi lehet a legidealisabb kezelési modszer medddségben szenvedd parok esetén (Ray et al.,
2012b). Ahhoz, hogy az adott par esetében a leghatékonyabb kezelési modszert alkalmazzik,
elsdsorban a beteg életkorat és a medddség iddtartamat kell figyelembe venni, emellett a
rendelkezésre allo eréforrasok figyelembevétele sem utolsd (Ray et al.,, 2012b). Tovabbi
kutatasok kellenek annak érdekében is, hogy az eddig észrevehetetlen kisebb problémaék is
azonosithatoak legyenek (Wang et al., 2020).

1.3. Férfi meddoség

Becslések szerint a medddség vilagszerte a parok 8—12% -at érinti, kortilbeliil az esetek 50%-
aban a férfi tényezd elsddleges vagy hozzajarulé ok (Agarwal et al., 2021). A férfi
szubfertilitasdnak tobb oka is lehet, azonban a legtobb esetben ezek kevésbé ismertek, de
Osszefliggésbe hozhatoak velesziiletett, szerzett vagy idiopatids tényezokkel, amelyek negativ
hatassal vannak tobbek kozott a spermatogenezisre is (Jungwirth et al., 2012). Els6dlegesen a
spermiumtermelés vagy funkcid zavardval kapcsolatosak. Csokkent fertilitast jelezhet az
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alacsony spermiumszam (oligozoospermia), a mozgékonysag csokkenése
(asthenozoospermia), vagy pedig a rendellenes morfologia (teratozoospermia) (Schaeffer &
Hotaling, 2016). Egyes férfiak esetében a spermium termeléssel nincs probléma, azonban az
elzarodas miatt a spermiumok az ejakulacid soran nem jutnak ki a hugycsdébe, ezaltal az
ondéban nem taldlhatdbak meg (Alshahrani et al., 2016). Ezt obstruktiv azoospermianak
nevezziik, mig a nem obstruktiv azoospermia esetén a spermiumok hidnyanak oka valdszintileg
a herék rendellenes produkcidjaval van 0sszefliggésben (Alshahrani et al., 2016). Ejakulacios
problémék is felmeriilhetnek, mint példdul a retrogdd magdmlés, korai magdmlés, vagy
anejakulacid (magdmlés hidnya). Ezek eléfordulhatnak akar spermiumszam-, mozgasképességi
vagy egyéb rendellenességek nélkiil is (Jungwirth et al.,, 2012). A hipogonadizmus is
befolyasolhatja a spermatogenezist. Ennek oka lehet a tesztoszteronszint csokkenése, amely
elsddleges hereelégtelenség (hipergonadotropikus) vagy masodlagos hipogonadizmus
(hipogonadotropikus) kdvetkezménye. Akkor alakul ki, amikor a hypothalamus gonadotropin-

crer

megfeleld (Pellati et al., 2008).

Az elmult években egyre nagyobb figyelmet kapott a medddség genetikai hattere. A férfi
medddség ismert genetikai okai a cisztas fibrozis génmutéacioival Osszefliggd kétoldali vas
deferens hidnya, a Kallmann-szindroma, a herefunkcié romlésdhoz vezetd kromoszoéma-
rendellenességek, valamint az izolalt spermatogén defektusokat eredményezd Y kromoszoma
mikrodeléciok (Krausz & Riera-Escamilla, 2018). Gyakoriak a transzlokaciok is, egy
tanulmanyban kimutattdk, hogy a kromoszoémalis transzlokaciok eléfordulasi gyakorisaga
medd6 férfiaknal 2,1% (Asero et al., 2014), mely a fertilis populécidhoz képest magasabb
eléfordulast jelez. A transzlokacidk tobb tipusat is leirtdk mar, ilyen a Robertson-féle és a
reciprok transzlokacio, amelyek a férfi medddség okainak 10%-at teszik ki (Hwang et al., 2021)
A Robertson-féle transzlokaciok féleg az acrocentrikus kromoszémaékra jellemzdek. Ezek
hordozdi fenotipusosan normalisak lehetnek, azonban reproduktiv diszfunkcidt mutathatnak,
mint példaul az oligozoospermia (A. Sharma et al.,, 2021). Ma mar nyilvanvalo, hogy a
medddség genetikai etiologidja a spermatogenezis zavaranak egyik fontos tényezdje (Asero et
al., 2014). A spermiumok genetikai kdrosodasa tobb szinten is el6fordulhat, és ezek potencialis
okozo6i lehetnek a férfi medddségnek. A spermium DNS-e a genetikai anyag felét biztositja az
utodok szdmara, emiatt is fontos, hogy a genetikai anyag megfeleld legyen, hiszen fontos
szerepe van a megtermékenyités sikerében, az embri6 és a magzat fejlodésében (J. L. Liu et al.,
2020). Tobb kutatas is kimutatta, hogy a spermiumok genom szervezddésének hibai negativan
korreldlnak a spermiumok termékenységi potencialjaval. Tovabba a vizsgdlatok arra is
ravilagitottak, hogy ezek a rendellenességek hozzajarulnak az ICSI, és az [UI sikertelenségéhez
(SALLAM et al., 2023).

A szerzett tényezok koziil a varicocele (herevisszér tagulat) a férfiak medddségének
leggyakoribb és korrigalhatd oka, 40%-o0s prevalenciaval. A kutatasok ravilagitottak arra, hogy
a varicocele valoban befolyasolja a spermatogenezist és Osszefiiggést mutat a rendellenes
spermiumokkal (“Report on Varicocele and Infertility: A Committee Opinion,” 2014). Barmi is
a fiziopatologidja, elegendd bizonyiték all rendelkezésiinkre annak bizonyitdsdhoz, hogy
fokozatos herekarosodast okozhat. Lehetséges koroki mechanizmusok lehetnek a kovetkezok:
a katabolitok visszaaramlasa a mellékvese mirigyekhez, az alacsony oxigénkoncentracio,
valamint a megnovekedett CO»-, tejsav- €s norepinefrin-koncentracié (Agarwal & Esteves,
2016). Ugyanakkor vita folyik arrol, hogy a varicocele kezelése valoban javitja-e a
termékenységet, vannak érvek és ellenérvek is mellette. Szdmos egészségiligyi allapot
befolyéasolhatja a férfiak termékenységét, ami hangsulyozza a betegek alapos vizsgalatanak
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sziikségességét a kezelhetd vagy visszafordithatdo ¢életmddbeli tényezok, valamint az
egészségligyi allapotok azonositdsa érdekében (Agarwal & Esteves, 2016). Egyre tobb
bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy az apai egészség a fogantatds idején
hatassal lehet az utédok anyagcsere-egészségére €s szaporodasi potencialjara az epigenetikai
modosulasok nemzedékek kozotti atvitele révén (Pellati et al., 2008). Egy kutatasba 744 meddo
férfit vontak be, a vizsgalat kimutatta, hogy a prediabéteszre utal6 kritériumokat teljesitd férfiak
15,4%-anal fokozott a hipogonadizmus, a spermium DNS-fragmenticié (SDF) és a nem
obstruktiv azoospermia kockazata (Rao et al., 2005). A férfi reproduktiv rendszerre kiilonb6z6
kdrnyezeti tényezok hatnak, melyek hozzajarulhatnak a férfi medddség kialakulasdhoz (Leaver,
2016). Szamos exogén, toxikus anyagnak van kitéve az emberi szervezet, mint példaul
novényvédd szerek, herbicidek, kozmetikumok, tartdsitdszerek, tisztitdszerek ¢&s ipari
melléktermékek. Tovabbad a nehézfémekkel vald érintkezés is kéarosan befolyasolja a
reprodukciot (Manouchehri et al., 2022). Az 6lom, a kadmium ¢és a higany negativan
befolyasolhatjdk a férfi reproduktiv rendszert azaltal, hogy megzavarjadk a hipotalamusz-
hipofizis tengelyt vagy kozvetleniil a spermatogenezist, rontva ezzel az ondé mindségén
(Lopez-Botella et al., 2021). Toébb tanulmany is kimutatta, hogy magas 6lomszint esetén
jelentdsen csokkent a spermiumok siirlisége €s mozgékonysdga. Magas kadmiumkoncentracid
szintén ronthatja az ondé mindségét azaltal, hogy alacsonyabb spermiumszadmot és csokkent
mozgékonysagot eredményez (Houston et al., 2021). A higany magas szintje pedig karosithatja
a spermiumok genetikai anyagat, cs6kkentheti a mozgékonysagot és rendellenes morfologiat
okozhat (Agarwal et al., 2021b).

Az oxidativ stressznek is fontos szerepe van az emberi reprodukcidban, mely a tilzott reaktiv
oxigén gyok (reactive oxygen species, ROS) termelés vagy az antioxidans védekezd
mechanizmusok karosodasa kdvetkeztében alakul ki (Takalani et al., 2023). A spermiumokra
gyakorolt karos hatasuk kovetkeztében a tulzott ROS-t inaktivalni kell, gy, hogy csak a
normalis sejtfunkci6 fenntartasahoz sziikséges mennyiség maradjon meg (Sakkas & Alvarez,
2010a). A ROS altal okozott karok féként a spermiumok plazmamembranjat érintik, ami
magyarazattal szolgalhat a meddd férfiaknal gyakran megfigyelhetd funkciondlis hibdkra. Az
oxidativ stressz féleg a spermiumok DNS integritdsat és a spermium funkcionalis paramétereit
karositja, ami a spermiumok mozgékonysaganak ¢és életképességének csokkenésehez vezethet
(Ollero et al., 2001a). A ROS-nak tobb tipusa is van, amelyek jelentds szerepet jatszhatnak a
reprodukcioban. Ilyenek példaul a szuperoxid-anion (O2’), hidrogén-peroxid (H»0;) ¢és a
hidroxilgyokok (OH’). A ROS-nak egyarant van fiziologiai és patologias szerepe a férfi
medddségben. A fiziologiai szinti ROS-nak fontos szerepe van a spermiumok érési
folyamataiban, valamint a kapacitacioban, akroszomalis reakciokban és a megtermékenyités
folyamataban (Enciso et al., 2009). Masfeldl a patologiés szinten levd ROS-ok stlyos karokat
okozhatnak. Ezek szarmazhatnak leukocitakbol vagy éretlen, abnormalis spermiumokbol
(Takalani et al., 2023).

Az életmddbeli tényezdk is befolydsolhatjdk a termékenységet, mint példaul az életkor,
taplalkozas, mozgas, dohanyzas, alkohol- és koffeinfogyasztas (Leaver, 2016). Egy tanulmany
kimutatta, hogy a spermium mozgékonysaga ¢és ¢életképessége szignifikdnsan csokken az
életkor elérehaladtaval, kiilondsen 35 éves kor utan. Ugyanakkor a spermiumszamra gyakorolt
hatasa kevésbé jelentds (Ma et al., 2019). Az elhizds manapsag globalis probléma, amely
vilagszerte fokozodik. A tulstily nemcsak a kronikus betegségek kockazatat noveli, hanem a
reprodukciora is negativ hatassal van (Andrabi et al., 2024). Tobb tanulmany is kimutatta, hogy
a tulsulyos férfiak korében magasabb az azoospermia ¢€s az oligozoospermia eléfordulasa
(Boeri et al., 2019). Emellett a dohdnyz6 férfiaknal alacsonyabb a spermiumszam, rosszabb a
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cres

kideriilt, hogy a dohanyz6 férfiaknal 19%-kal alacsonyabb volt a spermiumszdm a nem
dohanyzokéhoz képest (R. Sharma et al., 2016).

Aterméketlen férfi paciensek vizsgalata elengedhetetlen a medddség potencialisan kezelhetd
okainak azonositasahoz és a megfeleld terapia kivalasztdsdhoz. Az elmult években jelentds
elorelépés tortént a férfi medddség okainak feltardsaban, megértésében ¢és kezelési
lehetdségeiben (Agarwal et al., 2021b).

1.4. DNS-fragmentdcio

A DNS-fragmentacié a spermiumok genetikai anyagéanak sériilése, amely soran a DNS-
lancok torései, valamint hibai alakulnak ki. A DNS-torések lehetnek egyszeresek vagy kettds
szaloak (Nagata, 2000). A spermiumok DNS-kérosoddsa befolydsolhatja mind a
mitokondrialis, mind a nuklearis DNS-t, és hat f6 mechanizmus indukalhatja (Sakkas &
Alvarez, 2010b). Ezek a folyamatok eldfordulhatnak a spermiumok termelése vagy szallitasa
soran egyarant. Ezek koz¢ tartozik: (1) Apoptdzis a spermatogenezis folyamata soran; (2) DNS-
szal torések a spermium kromatinjanak atalakuldsa soran; (3) Poszttesztikularis DNS-
fragmentaci6; (4) DNS-fragmentaci6 endogén kaszpazok és nukledzok altal; (5) DNS-
karosodas radioterapia és kemoterapia altal; (6) DNS-karosodas kornyezeti toxikus anyagok
altal (Bianchi et al.,, 1993). Ezek a mechanizmusok egyiittesen vagy egymas nélkiil is
reprodukci6 kimenetelét (Sakkas, 1999). A spermatogenezis folyamata soran a Sertoli-sejtek
altal szabalyozott ellen6rzési mechanizmusok koriilbeliil 50-60%-aban apoptdzist indukalnak a
meiozis [-be belépd csirasejtek esetén. Ezek a sejtek Fas tipust apoptotikus markerekkel vannak
jelolve, a Sertoli-sejt feladata, hogy fagocitozis majd eliminacié menjen végbe (Pentikidinen et
al., 1999). Eléfordulhat, hogy ez a mechanizmus nem mindig mitkddik hatékonyan, és a hibas
csirasejtek kiilonbozd szazaléka a spermiogenezis soran belép a spermiumok atalakulasi
folyamataba, majd ezaltal megjelenik az ejakulatumban (Sakkas et al., 2002). Ennek a szlirési
mechanizmusnak a hibajat illetden, egy nemrégen végzett tanulmany eredményei szerint
disszociacid van a csirasejt genomi mindsége €s a spermiogenezis soran végbemend spermium-
atalakulas kozott (Burrello et al., 2004). Ez azt jelenti, hogy egy csirasejt sejtmagja megsériilhet
apoptdzis miatt, vagy aneuploid lehet, de ennek ellenére a keletkezd spermium morfologidja
normalis lesz (Sakkas, 1999). A spermiogenezis soran a kromatin atalakulasaban bekovetkezd
valtozasok is DNS-fragmentaciot eredményezhetnek. McPherson és Longo azt feltételezték,
hogy a DNS-hasadasok jelenléte az ejakulalt spermiumokban, a spermiogenezis soran
bekovetkezd hibas érést jelezheti (S. M. G. McPherson & Longo, 1993). Ugy gondoltak, hogy
a kromatin csomagolasa endogén nukledz aktivitast igényelhet a hasadasok létrehozéaséhoz és
ligalasdhoz, amelyek ezt kovetden eldsegitik a protaminaciot (S. M. McPherson & Longo,
1992). Ennek a folyamatnak a szabalyozasadban bekovetkez6 valtozasok kromatin csomagolasi
rendellenességeket vagy javitatlan DNS-hasaddsokat eredményezhetnek (S. M. G. McPherson
& Longo, 1993).

A legujabb tanulméanyok kimutattdk, hogy azok az éretlen spermiumok, amelyek magas
szintli ROS-t termelnek, DNS-kéarosodast okozhatnak az érett spermiumokban. Ez a kdrosodas
a spermiaciot kovetden keletkezik, amikor az érett €s éretlen spermiumok az ondotubulusokbol
a cauda epididymisbe vandorolnak (Ollero et al., 2001b). Bar a ROS felezési ideje nano- és
mikroszekundumos nagysagrendii, mivel a spermiumok erdsen tomoriilnek az epididymisben,



ez eldsegitené a ROS-indukalt DNS-karosodast. A ROS kozvetleniil vagy kézvetve karosithatja
a spermium DNS-ét a spermium kaszpazok €és endonukledzok aktivalasa révén (Sakkas &
Alvarez, 2010b). Ez Osszefligg azzal a ténnyel, hogy az éretlen spermiumok (amelyeknek
magas a ROS-szintje) érett spermiumokkal valé kocentrifugdldsa a spermium DNS
kozott az érett €s éretlen spermiumok szoros kapcsolatban allnak egymaéssal (Twigg et al.,
1998). Ez dsszefiigghet azzal a ténnyel is, hogy az érett spermiumok in vitro ROS-expozicidja
jelentés DNS-karosodast eredményez (Lopes, Jurisicova, et al., 1998). Masrészt, a mellékhere
hamsejtjei aktiv szerepet jatszhatnak az ROS altal indukalt DNS-kédrosodésban, olyan ROS-ok
révén, mint a hidroxilgyok vagy a nitrogén-oxid (Britan et al., 2006) vagy a spermiumok
kaszpazainak és endonukledzainak aktivalasan keresztiil fizikai-kémiai tényezok, példaul
magas hoémérséklet és kornyezeti tényezok altal (Banks et al., 2005). Az elsé esetben ez a
karosodas elméletileg megeld6zhetd lenne antioxidansok alkalmazasaval, azonban a masodik
esetben ez a kezelés nem lenne hatékony. Elobbit tamasztja ald egy tanulmény, amelyben az
antioxidansok hasznilata a spermium DNS-fragmentaciojanak jelentds csokkenését
eredményezte (Greco et al., 2005a).

Korabban mar beszdmoltak arrol, hogy a kemoterapia és a sugérterapia a spermiumok DNS-
fragmentaciojat is eléidézheti. Ugy vélik, hogy a rakkezelések negativ hatassal vannak a férfi
termékenységre, €s a spermiumok termelésének csokkenése a kemoterapia vagy a sugarterapia
germinalis hamra gyakorolt citotoxikus hatdsabol adoédik (Morris, 2002a). Korabbi
tanulmanyok ravilagitottak arra, hogy a magas szintli levegdszennyezettségnek val6 kitettség
Osszefliggésben all a spermiumok DNS-karosodasanak novekedésével (Twigg et al., 1998). Egy
nemrégen végzett vizsgalatban kiterjesztették ezeket a megfigyeléseket, és feldllitottak egy
hipotézist, mely szerint a glutation-S-transzferaz M1 homozigota nulldval rendelkezd férfiak
kevésbé képesek a 1égszennyezésben talalhatd rakkeltd policiklikus aromds szénhidrogének
reaktiv metabolitjainak méregtelenitésére (Rubes et al., 2007). Arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy ezek a férfiak érzékenyebbek a légszennyezés spermiumkromatinra gyakorolt hatisara
(Sakkas & Alvarez, 2010b). Egy vizsgalat soran, amelyben a férfiak spermiummintakat adtak
le, mind az alacsony (alapallapot), mind az epizodikusan magas légszennyezettségli
id6szakokban, a kutatok statisztikailag szignifikdns Osszefiiggést talaltak a glutation-S-
transzferaz M1 null genotipus és a spermiumok fokozott DNS-fragmentacidja kozott.
Ezenkiviil a glutation-S-transzferaz M1 null genotipust férfiaknal a spermiumok DNS-
fragmentacioja is magasabb volt az idészakos 1égszennyezésnek valo kitettség hatasara (Rubes
et al., 2007).

Osszességében, a DNS-fragmentacié jelenléte a spermiumokban rengeteg publikaciot
generdlt az elmult évtizedben. A fragmentdlodott spermiumok jelenléte vitathatatlan,
fiiggetleniil annak eredetétdl, az embriora és az utdodokra gyakorolt hatdsardl, valamint a
diagnozis felallitdsanak sziikségességérdl, amelyek tovabbi megértést igényelnek (Sakkas &
Alvarez, 2010b).

1.5. DNS-fragmentdcio-visszatéro vetélés

Spontan vetélés a normal termékeny populacioban a klinikai terhességek 10-15%-aban
fordul eld, de ismert, hogy ez az arany magasabb a szubfertilis paroknal (Hamamah, 1997). A
DNS-fragmentacidval rendelkezd spermiumok képesek megtermékenyiteni a petesejtet, ami
magyarazattal szolgalhat, azon tanulméanyokra, amelyek a magas DNS-karosodas ¢és a
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terhességi aranyok kozotti kapcsolatot vizsgaltdk, azonban csak mérsékelt hatast talaltak a
hagyomdnyos IVF megtermékenyitési aranyaira, és alig taldltak arra bizonyitékot, hogy
barmilyen hatéssal lenne az ICSI esetében (Gandini, 2004; Lopes, Sun, et al., 1998). Szdmos
tanulmany szamolt be arrol, hogy a spermiumok DNS-kéarosodasanak kedvezdtlen hatdsa van a
termékenységre (Coughlan et al., 2015). A spermium DNS-fragmentacidja Osszefiiggésbe
hozhat6 a sikertelen megtermékenyitéssel, a teherbeeséshez sziikséges hosszabb idtartammal,
a stimulalt méhen beliili megtermékenyitést kovetd sikertelenséggel, az embrid fejlédésének
karosodasaval, a magasabb vetélési ardnnyal és a terhesség -elvesztésének fokozott
kockazataval, mind az IVF, mind az ICSI utan (Evenson & Wixon, 2008a). A spermium DNS-
karosodasanak messzemend kovetkezményei lehetnek a reproduktiv kimenetelre nézve. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy fontos lehet a spermiumok DNS-karosoddsdnak vizsgélata,
foként a beiiltetés sikertelensége és visszatérd vetélés esetén (Coughlan et al., 2015). Ezért
ennek a tanulmanynak az volt a célja, hogy még tobb bizonyitékot taldljanak, amivel ala tudjak
tdmasztani a hipotéziseket és az eddigi eredményeket, valamint, hogy megvizsgalja a spermium
DNS-fragmentacigja kozotti kapcesolatot az IVF, (recurrent miscarriage, RM) utan ismétlédd
implantaciés kudarcot (Repeated Implantation Failure, RIF) diagnosztizalt ndk férfi
partnereiben, valamint azokndl a férfiaknal, akik nemrég valtak apava (Coughlan et al., 2015).
A vizsgélat sordn kettd, kereskedelemben kaphato tesztet hasznaltak, és vizsgaltak mind az
ejakulalt spermiumokat, mind a silirliség-gradiens centrifugalast (DGC) kovetden kinyert
spermiumokat. Osszességében azt az eredményt kaptdk, hogy a két teszt és a spermium
elokészitési modszer alkalmazésa soran jelentds mennyiségi kiillonbségek mutatkoztak a harom
csoport eredményei kdzott, azonban nem volt meggy6z6 bizonyiték arra, hogy az eredmények
felhasznalhatok lennének a harom csoport megkiilonboztetésére (Coughlan et al., 2015).

Az ismétl6do beiiltetési kudarc és az RM a reprodukcids kudarc két tipusa, amelyek
el6fordulasi gyakorisaga és megjelenési formdja eltérd. A kettd vagy tobb egymast kovetd
vetélés meglehetdsen ritka, a ndk koriilbeliil 0,5%-anéal —3%-anal fordul eld, mig az [VF-et
kovetden a betegek 48%-a nem éri el az élvesziiletést 3 kezelési ciklust kovetden, ezért RIF-
nek mindsiil (Bricker, 2002; STIRRAT, 1990). A spermiumok DNS-fragmentaciojanak
vizsgalatara iranyuld korabbi vizsgalatok RM-betegeknél eltéré eredményeket mutattak.
Példaul a tanulmany soran 74 olyan férfi paciens spermiumat vizsgaltak, akiknek partnere RM-
korelézménnyel rendelkezik (Bhattacharya, 2008). Statisztikai kiilonbséget talaltak, amikor
ezeket az eredményeket Osszevetették 65 olyan férfit6l szarmazd mintaval, akik nemrég valtak
apava (CARRELL et al., 2003). Hasonl6 eredményeket mutattak ki, amikor a TUNEL-teszt
segitségével 24 olyan part vizsgaltak, akiknél megmagyarazhatatlan visszatérd vetélés allt fenn.
Ezen mintak eredményei szignifikansan kiilonboztek a donoroktdl, és a nem szlirt férfiaktol
kapott spermiumok eredményeitdl (Gil-Villa et al., 2010). Ezzel szemben a spermium kromatin
integritasat 23 visszatérd vetéléssel rendelkezd par és 11 friss apa izolalt mozgékony sperméjan
vizsgaltak, hogy megallapitsak, a spermakromatin szerkezeti vizsgalat

eredményeinek nincs sulya az elemzésben (Ribas-Maynou et al., 2012). Tovabbi
vizsgalatokat folytattak, amelyekben az Y kromoszoéma mikrodelécioit, a spermium DNS-
vetélés okaként, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a spermium DNS-fragmentacidé nem
rendelkezik megfeleld prediktiv erével ahhoz, hogy diszkriminativ vizsgélatként alkalmazhato
legyen az ismétlddd spontan vetélés esetében (Bellver et al., 2010). Ebben a tanulmanyban
bemutatott eredmények alapjan nem lehet aldtdmasztani azt a hipotézist, hogy a spermium
DNS-fragmentacioja az RM vagy RIF fobb okai koz¢ tartozik, €és azt sem, hogy ezek a DNS-
fragmentacios tesztek prediktiv értékkel birnak az RM és RIF kockéazatanak kitett nok
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prospektiv azonositasaban (Coughlan et al., 2015). Azonban 16 tanulmany alapjan, melyekbe
2969 beteg bevonasa tortént, az elvégzett vizsgalatok sordn a metaanalizis azt mutatta, hogy a
magas DNS-karosodéssal (kockazati ardny = 2,16 [1,54, 3,03], P <0,00001) szenvedd
betegeknél szignifikdnsan megndtt a vetélések szdma az alacsony DNS-karosodasu
betegekéhez képest (Ribas-Maynou et al., 2012). Emellett mas tanulmanyokban a
megnodvekedett DNS-karosodast dsszefiiggésbe hoztdk a férfiak koraval, amely novelheti a
vetélés kockdzatat, ha a gyermekvallalds idésebb korban torténik (Evenson & Wixon, 2008b).

Tobb kutatas is megjelent, amelyben a vetélés €s a spermiumok magas DNS-fragmentécioja
kozotti kapesolatot vizsgaltak (Bungum et al., 2007) és arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a
spermium DNS-kdrosoddsa a terhesség elvesztésének szignifikdnsan megndvekedett
kockazataval jar egyiitt IVF és ICSI-t kovetden (Zini et al., 2008a). Egy vizsgalat sordn a
teherbeesni. 2 csoportra osztottak oket, az egyik csoportrol azt feltételezték, hogy nem allnak
fenn termékenységi problémak, a masik csoportba azokat a pacienseket osztottak be, akiknek a
korel6zményében szerepelt mar vetélés (Evenson & Wixon, 2008c). Ez a tanulmany
Osszefliggést mutatott ki a vetélés és a magas DNS-fragmentacio kozott, valamint az SCSA
adatok 18 vetélésbdl 7-et (39%) tudtak megjosolni (Aitken & De luliis, 2007). Egy maésik
kutatas soran a DNS-karosodast és a vetélések aranyat vizsgaltak ejakulalt spermiumokbol,
valamint a herében 1év0 spermiumokkal Osszehasonlitva (Greco et al., 2005b). Azt az
eredményt kaptdk, miszerint az ejakulalt spermiumokban sokkal magasabb volt a DNS-
kérosodas. Ez azzal a hipotézissel magyarazhatd, hogy a DNS-kdrosodas nagy része
poszttesztikularis szinten keletkezik (Robinson et al., 2012). Ennek a tanulméanynak az
eredményei Osszhangban vannak mas tanulméanyokkal, amelyek azt mutatjak, hogy a DNS-
karosodott spermiumok sikeresen megtermékenyithetik a petesejteket, és jO mindségi
embriokat eredményezhetnek, amelyek azonban késébb nem tudnak beagyazodni, akar korai
vetéléshez vezethetnek (Aitken et al., 1998; Morris, 2002b; Tesarik, 2004). A DNS-
fragmentacio magas szintje eldre jelezheti a felmeriild problémakat, ezért a tovabbiakban ennek
ismerete hasznos lehet a kezelések tervezésében (Bungum, 2004).
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2. Célkituzések

Munkank soran tobb célkitiizésiink is volt:

1.

Retrospektiv adatelemzések soran a spermiumok DNS-fragmentéacios indexe (DFI) és
egyéb funkciondlis paramétereik (koncentracid, motilitds, progressziv motilitas és
vitalitas) kozotti sszefliggések vizsgalata.

Annak vizsgélata, hogy a nativ ond6é minta, mely ¢l6, illetve apoptotikus, nekrotikus
sejtek, spermiumok egyiittese; valamint aramlasi citometriasan kapuzott €16 spermiumok
DNS-fragmentacidja mutat-e eltérést.

Vizsgalni kivantuk, hogy az egyes ondd feldolgozési technikdk hogyan hatnak a
preparalt minta motilitasara/vitalitdsara. Az egyes technikak sordn bedusitott mozgd/élo
sejtek aranya hogyan nyilvanul meg a DFI értékben.

Végezetiil, ha a mozgd/¢10 sejtek aranyanak novekedésébdl egyértelmiien kovetkezik a
DNS-fragmentacio csokkenése, akkor van-e barmilyen létjogosultsiga a DNS-
fragmentaci6 meghatdrozasanak asszisztalt reprodukcios eljarasok soran, hiszen pl az
ezen eljarasok soran alkalmazott intra citoplazmatikus spermium injektalashoz mozgd
spermiumokat haszndlunk, melybdl kovetkezik az alacsonyabb fragmentacids érték.

13



3. Anyag és modszer

3.1. Mintagyiijtés, funkciondlis paraméterek meghatdrozdsa

A munkank soran hasznalt ondominték gyiijtése maszturbacidval tortént, melyek vizsgalatat
elfoly6sodas utan kezdtiik meg, de nem tobb, mint 1 6raval a mintaadést kovetden.

Koncentracido meghatarozas

Az elfolyosodott mintabdl kicseppentiink targylemezre, hogy meghatarozzuk a sziikséges
fixalé higitds mértékét. Ehhez segitségként a WHO kézikonyvben taldlhato tablazatot
alkalmazzuk.

Fixaloként a leukocita meghatarozashoz hasznalt oldatot hasznaljuk: 10 ml 0,9%-o0s
Natrium-klorid 25 pl 3%-o0s Peroxid oldat, 50 pl O-Toluidin.

400 feld 200 et Dilution Ejaculate () Fixative (ul)
» 200 » 800 1:500(1 + 49) 50 2450
40-200 160-800 1:20101+19) 50 950
16-40 &d4-160 1:10(1+ 9) 50 450
2-15 B-64 1:5(1+4) 50 200
<2 <8 1:201+1) 100 100

A fixal6 oldattal 6sszekevert ondé mintabol 10ul.t felvisziink Neubauer kamréra és hagyjuk
10 percet allni, hogy a spermiumok a kamra teljes egészében homogénen leiilepedjenek. A
mintabol 2 parhuzamos replikatumot készitiink.

Az 1d0 leteltével megkeressiik a szamlalé kamra kozepén talalhatd 25 (5x5) négyzetbdl allo
térhalot, melyben minden négyzet tovabbi 16 (4x4) kis négyzetet tartalmaz. Az 5x5-6s halo
minden egyes négyzete 3-as vonallal van korbevéve, melybdl a kozépsé vonal képviseli a
négyzet hatarat. Ha a szdmlalando spermium feje pont ezen a vonalon helyezkedik el, akkor
csak akkor szamoljuk, ha az a hatarvonal als¢ vagy bal oldali szélén helyezkedik el.

P P p HH T
..... EEEEE N - f
...... f ii\ 3

P P 2}

A 25 négyzetracsbol legalabb annyiban leszamoljuk a spermiumokat, hogy 200 spermium
Osszegylljon.

Szamoltspermiumxhigitas x 1000
Leszamoltnégyzetekszamaxkamramélység

Motilitas meghatarozas
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A spermiumok motilitdsdnak meghatarozadsahoz az elfoly6sodott mintabol egyszer
hasznélatos fecskenddvel 1-1 cseppet kicseppentiink targylemezre ¢s 18X18 mm-es
fed6lemezzel lefedjiik. 100 spermium leszamolasaval meghatarozzuk a teljes és a progressziv
(elére halad6) motilitdst. Amennyiben két vizsgalati eredmény kozott 10 % eltérés van a
vizsgalat ismétlése sziikséges.

Vitalitds meghatarozas

Targylemezre felvitt, elfolydsodott ondo csepphez egy csepp 5%-o0s Eosint keveriink, majd
18X18 mm-es feddlemezzel lefed;jiik. 100 spermium leszamolasaval meghatarozzuk a vitalitast.
Az €16 spermium fehér, az élettelen pirosra szinezddik. Amennyiben két vizsgélati eredmény
kozott 10% eltérés van a vizsgalat ismétlése sziikséges.

3.2. Spermiumfeldolgozasi technikak
3.2.1. Sturiiség-gradiens centrifugadlas (DGC)

A DGC soran 15ml kénuszos centrifugacsébe egymasra rétegeziink fecskendével 1ml also,
1ml felsd oldatot, valamint 2ml ondét. 400g fordulatszdmon 12 percig centrifugaljuk a mintat,
majd a pellet aljabol 0,2-0,3 ml-nyi mennyiséget, az iilepitett spermiumokat tartalmazé részt,
egyszer hasznalatos Pasteur pipettaval kiszivjuk és egy masik centrifuga csdbe helyezzik,
melyet elézbleg langban sterilizalunk. Mosofolyadékkal 3ml-es jelig feltdltjiikk, majd 300g
fordulatszamon 10 percig centrifugaljuk a mintat. Centrifugalas utan a feliiliszot dvatosan
leszivjuk kb. 0,2 ml-t hagyva a cs6 aljan. Ez a réteg az adott onddbol szarmazoé spermiumokat
dusitva, tisztitva tartalmazza. Kezelés utani spermium szam ¢és motilitds meghatarozas torténik
végiil.

3.2.2. Swim-up (SU)

A swim-up (SU) feldolgozasi technika a spermiumok mozgékonysagan alapszik, az
ondoplazmabol valo kituszasi képessége alapjan valaszthatéak ki a spermiumok.

15ml-es konuszos centrifugacsébe mériink 2ml moso6 tapoldatot, az ondé mintat pedig a
mosooldat ald rétegezziik. Ezt kdvetden a centrifugacsovet 45 fokban megdontjiik, melynek
kdszonhetden novekszik az ondd, illetve a mosodoldat érintkezési feliilete. A megdontott
centrifugacsovet 37 °C-os inkubétorba helyezziik 1 6rara. Az inkubalas leteltével a mosdoldatot
a feluszott spermiumokkal egyetemben fecskendd segitségével ovatosan leszivjuk és 0j csébe
helyezziik.

3.2.3. Magneses-sejtszepardalas (MACS)

Az ejakulatum elfolydsodésat kovetden DGC-t hajtunk végre: a mintat 12 percig 400 g-vel
centrifugaljuk, és a feliiliszot eltavolitjuk. Az tiledéket 1 ml Binding pufferrel szuszpendaljuk
¢és a szuszpenziot 4 percig 300 g-vel centrifugaljuk, majd a feliiluszot megint eltavolitjuk. Az
iledékre ramérjiik a magneses gyongyokkel jelolt annexin V oldatot (kb 200 pl) és 500 pl-ig
kiegészitjiik Binding pufferrel. Ezt kovetden a szuszpenziot 15 percig szobahdmérsékleten,
sotétben inkubaljuk, és 5 percenként kicsit felkeverjiik. A 15 perc lejarta elétt 5 perccel a
magneses betétbe behelyeziink egy szeparalod oszlopot és egy 5 ml-es csObe atmossuk 1 ml
Binding pufferrel. Miutan lejart a 15 perc, az oszlop ald helyeziink egy 15 ml-es konuszos
centrifugacsovet és az annexin V-el jeldlt szuszpenziot (0,5 ml) atfolyatjuk a szeparalod
oszlopon, bele a centrifugacsébe, majd az oszlopot ramossuk 0,5 ml Binding pufferrel. A lefolyt
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szuszpenzidt 4 percig 300 g-vel centrifugaljuk, majd a feliiliszot eltavolitjuk, és az tiledéket 2
ml mosdoldattal atmossuk és 4 percig 300 g-vel centrifugaljuk. A feliilisz6t leszivjuk, de a
mosoéoldatbol hagyunk a csé aljan, melyben felszuszpendaljuk az {iledéket. Végiil
meghatarozzuk a szuszpenzi6 paramétereit (koncentracio, motilitds, progressziv motilitas).

3.2.4. CHIP-technologia

Az ejakulatumbdl elfolydsodasat kovetden fecskenddvel felszivunk 850 pl ondémintét, majd
1 ml-es fecskenddvel felszivunk még 750 pl mosdoldatot. Az 1 ml-es fecskendot tii nélkiil
rahelyezziik a szepardld chip ,kifolyé” nyildsdra, majd 50 pl mos6d oldatot lassan
befecskendeziink. A maradék 700 pl mosdoldatot racsepegtetjiik a kozépsd, szeparalo teriiletre.
A szeparald chipet egy 90 mm atmérdju petri-csészébe helyezziik, majd 15 percre 37 fokos
trigaz inkubatorba helyezziik. Ezutan a 15 perc leteltével kivessziik a csészét, majd a ,.kifolyd”
nyilasra helyezziik az 1 ml-es fecskenddt, és a szeparald chipet 6vatosan a sarkara allitjuk, majd
ezt kovetden leszivunk 0,5 ml szuszpenziot. A fecskendd tartalmat névvel ellatott konuszos
centrifugacsObe {ritjiik, majd meghatarozzuk a szuszpenzié paramétereit (koncentracio,
motilitas, progressziv motilitas).

3.3. Sperm chromatin structure assay (SCSA) teszt

Az SCSA spermium DNS-fragmentacids meghatarozas a Cariad cég erre a célra fejlesztett
reagenseinek segitségével tortént. Nevezetesen:

Az elfolyésodott ond6 mintat, a koncentraci6 ismeretében 1x10° spermium / ml sejtszamra
higitunk az A reagenssel, 100l végtérfogatban egy 1,5ml-es PCR csében. Ehhez az elegyhez
hozza adunk 200ul B reagenst és 30 masodpercig gyengén kevergetjiik. Ezt kdvetden hozzé
adunk 600ul C reagenst (Iml C1 és 6ul C2 keveréke, fénytol védve) és alapos homogenizalasat
kovetden fénytdl védve 5 percig inkubaljuk a csoveket.

A mérés MACSQuant 16 tipusu aramlasi citométerrel tortént. A gerjesztés 488nm-en tortént,
a nem fragmentalt DNS-sel rendelkezd sejtek detektaldsa 525nm-en tortént, a sejtek zold
fluoreszenciat mutatnak, a fragmentalt DNS-sel rendelkezoké pedig 680nm-en, melyek piros
fluoreszencidjuak. A tormelék kikapuzasat kovetden a minta DNS-fragmentécios index (DFI)
értéke = piros fluoreszencidju sejtek / piros + zold fluoreszenciajuak.

Azoknal a vizsgalatoknal, ahol a teljes ejakulatum, illetve a kapuzott ¢él6 sejtek
Osszehasonlitdsa tortént, ott a teljes folyamatot megel6zden eldjeldlés tortént. Erre a célra
Viobility nevii jelol6t alkalmaztuk (Miltenyi Biotec), mely 405 nm-en gerjesztddik, 452 nm-en
pedig emittal. A gyart6i ajanlasnak megfeleléen alkalmaztuk, 100 pl végtérfogat 10° sejt / ml-
es szuszpenzidhoz 1 ul jeldlét adtunk, majd 15 percig sotétben, szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Az inkubdciot kdvetden a sejteket 300 g-n 10 percig centrifugaltuk, mostuk PBS-ben, majd ezt
kovette a Cariad cég protokollja.

3.4. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai kiértékeléshez, és a dolgozatban szerepld tablazatok elkészitéséhez a Graphpad
Prism 8.0.1 programot hasznaltuk. A statisztikai probak elvégzése el6tt minden vizsgalni kivant
csoport eloszlasat megvizsgaltuk. Kisebb elemszam esetén Shapiro-Wilk, mig nagyobb
elemszam esetén Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk. Az elemzésekhez kétmintas T-
tesztet és egyutas ANOVA tesztet alkalmaztunk. Ha a féhatdsok szignifikansnak bizonyultak,
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akkor a csoportok kozotti kiilonbséget Dunn-teszt vagy Tukey-teszt segitségével vizsgaltuk.
Minden eredményt p<0,05 érték esetén tekintettiik szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1. DNS-fragmentdcio hatdasa a spermiumok funkciondlis paramétereire

A Dunamenti REK Pannon telephelyén 2024 kozepéig 1394 analizis tortént, mely érintette

crer

crer

DFI>25% és DF1<25%. A féhatas vizsgalata utan (H=5935; p<0,0001; df=11) minden vizsgalt
paraméter esetén szignifikans kapcsolatot kaptunk. Az alacsonyabb DFI. értékhez jobb értékek
tartoznak. Jobb a koncentracio, jobb a motilitas értéke is, ezaltal jobb a vitalitasi érték is. Ezzel
szemben a magas DNS-fragmentacidval rendelkezd spermiumok bioldgiai funkcioi jelentésen
karosodnak, kiilondsen a mozgékonysag, ¢letképesség €s koncentracidé szempontjabol.

Osszehasonlitas p-érték
Ond6 mennyisége/ml (DFI>25%) vs. Ondé mennyisége/ml (DFI<25%) p>0,9999
Koncentracié/ M/ml (DFI>25%) vs. Koncentracié/ M/ml (DFI<25%) p<0,0001

Mozgas/ % (DFI>25%) vs. Mozgas/ % (DFI<25%) p<0,0001
Progressziv /% (DFI>25%) vs. Progressziv /% (DFI<25%) p<0,0001
Carentia/nap (DFI>25%) vs. Carentia/nap (DFI<25%) p>0,9999
Vitalitas (DFI>25%) vs. Vitalitas (DFI<25%) p=0.0007
80—
%k 3k
60
* %k kk
3% % %k 3k — % 3k %k k
40+
-
20— ——
0
Koncentracio Mozgas Progressziv Vitalitas
M/ml % % %

2.abra: A Dunamenti REK Pannon telephely eredményeinek retrospektiv elemzése lathato az
dabran. 2 vizsgalt csoportunk volt: DFI>25% (kék oszlop) és DFI<25 % (rozsaszin oszlop).
Minden vizsgalt paraméter esetén szignifikans kapcsolatot kaptunk.
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DFI %

4.2. DNS-fragmentdcio teljes ejakulatum vs. élo sejtek

A DNS-fragmentaci6 értékét mértiik nativ teljes mintan, illetve kapuzott €16 sejtek esetén. A
DFI meghatarozasara az SCSA tesztet alkalmaztuk, amelyhez MACSQuant 16 tipusu aramlasi
citométert és a Cariad gyart6 SCSA DNS-fragmentacios kit-et hasznaltuk. Az eredményekbdl
lathato, hogy a nativ ejakulatumban joval magasabb (U=0; p<0,0001, N=11) volt a spermiumok
DFI érteke (39,64% vs. 11,27%). Az €16 sejtek kivalogatasaval a DFI mar dnmagaban is
csokken. Az €16 spermiumok szelekcidja javitja a DNS-integritast, mivel az elhalt vagy
fragmentalt DNS-sel rendelkez6 sejtek eltavolithatok a mintabol.
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3.dbra: DNS-fragmentdcié mérése nativ mintan, illetve csak él6 sejtek esetén. EIG sejtek
esetén alacsonyabb DF1I értéket kaptunk.

4.3. DNS-fragmentdcio az egyes feldolgozdsi technikakat kovetden

Megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zd feldolgozasi technikdk hogyan hatnak a spermiumok
mozgasara, ezaltal életképességére, valamint a DFI-re. A kiilonb6zd spermiumfeldolgozasi
technikak hatékonyan csokkentették a DNS-fragmentaciot (H=41,81; p<0,0001; df=4),
javitottak a spermiumok vitalitdsat (F=36,71; p<0,0001; df=4) ¢és motilitdsat (F=134,6;
p<0,0001; df=4), ezaltal a funkciondlis paramétereit. Kiemelkedden hatékony moddszernek
bizonyult a CHIP technolégia, illetve az ugyan csak mozgékonysag elvén miikodoé SU technika.
Az 1s megemlitendd, hogy az Osszes vizsgalt modszer hatékonyan javitja a spermiumok
mozgékonysagat, vitalitdsat, ezaltal a DFI értékét. Ezekbdl az eredményekbdl az latszik,
hogyha biztosan mozg6, biztosan €16 spermiummal dolgozunk, a DFI is varhatoan jobb lesz.

19



1201

1004

804

604

Motilitas %

404

204

T

T
Nativ

Osszehasonlitas Motilitas % Vitalitas % DFI %
Nativ vs. DGC p<0,0001 p=0.2392 p>0,9999
Nativvs. SU p<0,0001 p<0,0001 p=0.0033
Nativ vs. MACS p<0,0001 p=0.003 p=0.1721
Nativ vs. Chip p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
DGC \s. SU p<0,0001 p<0,0001 p=0.0294
DGC vs. MACS p=0.1443 p=0.4118 p=0.7784
DGC vs. Chip p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
SU vs. MACS p<0,0001 p=0.0032 p>0,9999
SU vs. Chip p<0,0001 p=0.0378 p=0.3977
MACS vs. Chip p<0,0001 p=0,0001 p=0.0109
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4.abra: Motilitas, vitalitas és DNS-fragmentdcio az egyes feldolgozasi technikakat kévetden.
A kiilonbozé spermiumfeldolgozasi technikdk hatékonyan csokkentik a DNS-fragmentaciot és

Javitjak a spermiumok funkcionalis paramétereit.
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5. Kovetkeztetések

5.1. DNS-fragmentdcio hatdsa a spermium funkciondlis paramétereire

A sperma analizis alapvetd vizsgalat a férfi medddség diagnosztizalashoz. A hagyomanyos
sperma analizis soran elsdsorban a mikroszkop alatt vizsgéalhato sejttulajdonsagok kiértékelése
torténik, ide tartozik a vitalitas, motilitas, morfologia és egyéb paraméterek (K. Liu et al., 2023).
Ezek a paraméterek segiteneck a férfiak termékenységének kiértékelésében (Agarwal &
Allamaneni, 2005). Ezeknek a rutinvizsgalatoknak azonban megvannak a maguk korlatai a
klinikai alkalmazasban. A sperma analizis nem minden esetben adja meg a pontos értékeket a
férfiak termékenységének megfeleld felméréséhez, ugyanis egyes statisztikai elemzések szerint
a meddd férfiak koriilbeliil 15%-a mutatott normalis paramétereket (Carrell et al., 2006). Ez azt
sugallja, hogy a spermavizsgalat onmagaban csak korlatozott informacidét nyuajt a férfi
termékenység értékeléséhez, és nem tiikrozi teljes mértékben a spermiumok megtermékenyitési
potencialjat (K. Liu et al., 2023). A reprodukcids gyogyaszat fejlédésének kdszonhetden ugy
vélik, hogy a spermium DNS-fragmentacioja (SDF) a himivarsejtekben torténik a
spermatogenezis €és az érési folyamatok soran, ez pedig tiikkr6zi a DNS integritasat, valamint
karosodasat (Campos et al., 2021). A spermium kromatinjanak karosodasa kozvetleniil
befolyasolhatja a normalis élettani funkcidkat, valamint hibas genetikai informacié atadasdhoz
vezethet az utddok esetében. A DFI olyan paraméter, amely segit a férfi termékenység
értékelésében (Zhang et al., 2021). Manapsag a spermium DFI meghatarozasa kiegészitd
vizsgalatta valt a funkcionalis paraméterek meghatarozdsa soran, ugyanis az alacsonyabb
teherbeesési aranyt okozhatja a megnovekedett DNS-fragmentacio is (Lopez et al., 2013). A
konvencionalis sperma paraméterek és a hormonszintek mellett a DNS-fragmentéacio vizsgalata
atfogd képet adhat a paciens spermiumainak allapotar6l, azok mozgékonysagarol,
morfologiajarol, életképességérol, a genetikai anyag hibdjanak mértékérdl és a kiegészitd
gonadalis szekrécios funkcidrol, amely fontos irdnyadd jelentdséggel bir a medddség
diagnosztizalasaban és kezelésében (Agarwal et al., 2016).

Egy kutatas soran 2008-2013 koz6tt minden termékenységi vizsgélatra jelentkezett férfi
sperma mintdjat elemezték, foként az életképesség és a DNS-fragmentacid szempontjabol. Ez
egy retrospektiv elemzés volt, melynek soran Osszesen 2695 férfi adatait gylijtotték OGssze
(Samplaski et al., 2015). A tanulmény soran dsszesen 3049 sperma mintat vizsgaltak, melyek
koziil 47 (1,5%) minta vitalitdsa 0-20% kozott volt, 113 (3,7%) minta életképessége 21-40%,
450 (14,8%) minta életképessége 41-60%, 1920 (63%) minta életképessége 61-80%, és 519
(17%) minta ¢életképessége 81-100% volt. A vizsgalat eredményei kimutattak, hogy a magasabb
spermium DNS-fragmentacids aranyok az alacsonyabb életképességgel alltak dsszefliggésben,
emellett azok a mintdk, melyek a legalacsonyabb vitalitdssal rendelkeztek (0-20%), a
legmagasabb DNS-fragmentacios értékkel is egyarant (70,07 + 34,39%) (Samplaski et al.,
2015). Azok a mintdk, amelyeknél a legmagasabb volt a vitalitasi értek (81-100%), a
legalacsonyabb spermium DNS-fragmentacios aranyokkal voltak Osszefliggésben (12,40 +
5,61%). 433 minta (16,1%) esetében a spermiumok ¢€letképessége < 58% volt, ami a 2010-es
WHO laboratoriumi kézikonyv irdnyelvei szerint a normalis alsé hatar (Samplaski et al., 2015).
Ezeknél a mintadknal a DNS-fragmentéci6 atlagos értéke 48,65 £ 25,59% volt. Azok a minték,
ahol az ¢életképesség > 58% (2262 minta), a DNS-fragmentacio atlagos érteke 19,57 + 10,58%
volt (p <0,001). Erds inverz kapcsolatot figyeltek meg a spermiumok ¢életképessége €s a DNS-
fragmentacio kozott (p <0,001), a Pearson-féle korrelacios egyiitthato r = -0,83, t = -80,69, df
=3047, p <0,001 ¢és a 95%-0s megbizhatosagi intervallum -0,836 és -0,814 kozott volt (Zini et
al., 2008b). Abban az esetben amikor az életképesség értéke nagyon magas volt (> 80%, n =
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1104), akkor a DNS-fragmentacio kisebb volt, mint 30% (100% -os érzékenység a DNS-
fragmentaci6 eldrejelzésére <30%). Azoknal a mintaknal, ahol az életképesség nagyon alacsony
volt (életképesség < 35%, n = 91), a DFI mindig > 30% volt. Ha az életképesség < 50% volt,
akkor a DNS-fragmentécio > 30% volt a mintak 95%-anal (n = 310) (Cohen-Bacrie et al., 2009).

A vizsgélatok és eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy egyértelmiien
kapcsolat van a DNS-fragmentacio és a spermium ¢életképessége kozott (Brahem et al., 2012).
Emellett DNS-fragmentacio az érett, életképes spermiumokban is megfigyelhetd, bar a
folyamatot kivaltdé okokat még nem tartak fel teljes mértékben. Az eredmények alapjan azon
férfiak esetében, akiknek a spermium életképessége > 75%, a DNS-fragmentacids teszt
valdsziniileg nem nyujt tovabbi informdacidt, mivel ezeknél a férfiaknal a spermium DNS-
fragmentaci6 feltehetdleg alacsony (Samplaski et al., 2015).

5.2. Kiilonbozo spermium feldolgozdsi technikak hatdsa a vitalitisra, motilitasra, DNS-
fragmentdciora

A férfiak termékenysége €s az asszisztalt reprodukcios eljarasok, kiilondsen az IUI sikere
Osszefiigg a spermiumok tulélésével. A spermiumok életképessége a méhben, és megfeleld
mozgékonysadguk a ndéi reproduktiv traktusban a sikeres megtermékenyités legfontosabb
tényez6i. (Suarez & Pacey, 2006). A spermium t0lélési tesztet a spermiumok
mozgékonysaganak és talélésének mérésére hasznaljak az ejakulaciot kovetd 24 draban, miutdn
a SU és a DGC megtortént. Egyre tobb tanulményban mutattak ki, hogy a kiilonb6zo
feldolgozasi modszerek milyen hatassal voltak a molekuldris markerekre, példaul a DFI-re, a
spermium telomerekre, motilitasra (Zini et al., 2000). Emellett tobb kutatas is kimutatta, hogy
a SU technika esetében alacsonyabb lett a DNS-fragmentacios arany, amikor friss mintakat
vizsgaltak, mig a DGC esetén nem ezt az eredményt tapasztaltak. Azonban ezzel szemben egy
masik kutatds soran megfigyelték, hogy a DFI csokkent a DGC-t kovetden, kivéve sulyos
oligozoospermia esetén (Le et al., 2022). Tovabba mind a SU, mind a DGC bizonyitottan
csokkenti a spermiumok morfologiai deformitisat, az eredmények alapjan pedig a DGC
hatékonyabban csokkenti a DNS-fragmentaciot (Xue et al., 2014). A kiilonb6z6 spermium-
elokészitési eljarasok hatdsa a spermiumok milkodésére tovabbra sem ismert. Ebben a
tanulmanyban meghataroztak, hogyan befolyasolja a DGC és SU technika a spermiumok
talélését és a DFI-t. A vizsgalat soran dsszesen 63 spermiummintat dolgoztak fel. Osszesen 20
minta (31,7%) esetén voltak normal spermiumjellemzdk, mig a tobbi 43 mintanal (68,3%)
legalabb egy rendellenes jellemzd volt megfigyelhetd (Le et al., 2022). Az atlagos progressziv
mozgékonysag aranya 31,32% =+ 6,90% volt, a morfologiailag normalis spermiumok aranya
58,7%, mig az atlagos DFI érték 27,25% =+ 18,98% volt. A 0. 6rdban megfigyelt mintak esetén
a spermium ¢letképességének és progressziv mozgékonysaganak atlagos aranya szignifikdnsan
magasabb volt a SU eljaras esetén, mint a DGC-nél (95,70% = 3,09% vs. 90,90% + 4,61%,
illetve 90,63% + 4,36% vs. 85,11% £ 5,22%; p <0,05). Azonban 24 6ra elteltével a DGC csoport
szignifikdnsan magasabb spermium ¢életképességet (66,16% =+ 15,65%) és progressziv
mozgékonysagot (57,25% + 19,82%) mutatott, mint a SU csoport (p <0,05) (Le et al., 2022).
A DFI elemzése soran, melynél 45 normal DFI-vel rendelkezé mintat (DFI <30%) és 18
rendellenes DFI-vel rendelkezd mintat (DFI > 30%) vizsgaltak, azt mutatta, hogy a normal DFI-
vel rendelkezd résztvevok korében az SU eljaras szignifikdnsan alacsonyabb DFI értéket
eredményezett, mint a DGC modszer (5,33% + 4,17% vs. 8,28% + 4,76%; p <0,001). A DFI
mind a SU, mind pedig a DGC-t kovetden csdkkent. A rendellenes DFI-vel rendelkezd
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résztvevok korében a két technika kozotti DFI kiilonbség statisztikailag nem volt jelentds. A
SU technika szignifikansan kisebb mértékii DFI csokkenést eredményezett a spermiumok
progressziv mozgékonysaga és morfoldgiaja vizsgélata soran, mint a DGC (Le et al., 2022).

Vizsgalataink soran hasonlo eredményeket kaptunk, mint az emlitett tanulmanyokban. A
nativ ondémintaban a DNS-fragmentacio (39,64% + 12,67%) volt, mig DGC ¢és SU eljarast
kovetden ezek az értékek csokkentek (DGC: 33,90% =+ 12,11%), (SU: 10,14% + 1,61%).
Emellett a vitalitasi és motilitasi értékek pedig novekedtek. A nativ mintdban a vitalitasi érték
(58,65% + 13,64%) volt, mig DGC utan: (66,21% + 10,11%) és SU utan: (86,39% + 5,62%). A
nativ mintaban a motilitasi érték (17,96% = 9,22%) volt, DGC-t kovetden (37,95% =+ 10,38%)
¢és SU utan (66,29% + 8,60%). Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy mind a két feldolgozasi
technika javitotta a vizsgalt paramétereket. (4. abra)

Tovabba egy masik kutatds sordn olyan parokat vizsgaltak, akik ART eljarason vettek részt,
a spermiumok feldolgozasa MACS-szel tortént, majd a kapott eredményeket 6sszehasonlitottak
masik két modszerrel (SU, DGC) feldolgozott spermiumok eredményeivel (Gil et al., 2013a).
5 tanulményt vélasztottak ki, igy 6sszesen 499 paciens ondomintéjat vizsgaltak. Ezek koziil 278
spermiummintat MACS eljarassal dolgoztak fel (vizsgalt csoport), mig 221 mintat DGC vagy
SU technikaval készitettek el (kontrollcsoport). A tanulmany kimutatta, hogy a MACS
spermiumok szelektalasara is (Gil et al., 2013b). Ez a feldolgozési technika javitja a spermium
mindségét ¢és funkcionalitisat mivel a MACS pozitiv hatdssal volt a spermiumok
segitségével mértek (de Vantéry Arrighi et al., 2009; Paasch et al., 2003; Said & Land, 2011).
Masik kutatas soran 10 paciens spermiummintajat vizsgaltak, mindegyik minta esetében magas
volt a DF értéke. A vizsgalat soran kimutattak, hogy a DF minden esetben csokkent a MACS
eljarast kovetden, emellett pedig a spermiumok motilitasa és vitalitdsa 6%-kal ndovekedett a
feldolgozasi technika utan (Rawe et al., 2009).

Kutatdsunk soran hasonld eredményeket kaptunk, mint a fentebb emlitett tanulményokban.
A nativ ondomintaban a DF értéke: (39,64% =+ 12,67%) volt, mig MACS-et kdvetden
lecsokkent a kovetkezo értékre: (19,38% =+ 11,55). Emellett mi is vizsgaltuk a vitalitasra és
motilitasra gyakorolt hatdsat. A nativ mintaban a vitalitasi érték (58,65% + 13,64%) volt, mig
MACS utan ez az érték novekedett: (72,54% += 6,09%). A mozgékonysag vizsgalata soran
ugyanezt a novekedést tapasztaltuk. A nativ mintdban a motilitas (17,96% + 9,22%) volt,
MACS utan pedig a kovetkezo értéket kaptuk: (46,33% =+ 8,58%). Ezek alapjan elmondhato,
hogy a MACS is hatékonyan csdkkenti a DFI-t. (4. dbra)

Vannak kutatasok tovabbi kivélasztasi technikakra is, ebben a tanulményban egyszerd,
koltséghatékony és centrifugdlasmentes mikrofluidikai eszkdzt mutatnak be, amely a reotaxist,
vagy a mozgékony spermiumok aramlassal szembeni mozgésat kihasznalva szelektalja az
egészséges spermiumokat (Ataei et al., 2021). Mikrofluidikai spermium-szelektald eszkozre
konkrét példa egy olyan chip, amely a spermiumokat polikarbonidt membréan porusain térténd
athaladéasuk alapjan vélasztja ki, ahol a porusméretek 3 és 8 um kozott vannak (Asghar et al.,
2014). A kisérleteket harom kiilonb6z6 aramlasi sebességgel végezték (az aramlas irdnya az
eszkoz felsd kamrajatol az alsd kamraja felé mutatott): (1) Aramlas nélkiil (kontroll), (2) 25
pl/perc és (3) 50 pl/perc dramlési sebességgel. A spermiumok motilitasa a kontroll csoportban
(aramlas nélkiili) egyértelmiien alacsonyabb, mig a 25 pl/perc és 50 ul/perc éaramlasi
sebességgel valogatott mintdk esetében (93,75% + 3,05%), (99,46% + 0,92%) és (99,2% +
1,38%) volt a motilitds. Ezeket a motilitasi értékeket Osszehasonlitottak a tarolt mintdk
motilitasi értekével, amely 39,12% (+4,62%) volt, ez alapjan szignifikans novekedést figyeltek
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meg a kivalasztott motilis spermiumok szdzalékos ardnyaban (Ataei et al., 2021). Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ez a ndvekedés annak koszonhetd, hogy elsésorban a jo
mindségli, mozgékony spermiumok képesek ellendllni az dramldsnak és nem zavarja dket az
uszasban, mig a rosszabb mozgékonysagii spermiumok nem képesek ellenallni, igy az
aramlassal egylitt a kamra als6 felére keriilnek. Emellett nézték a DNS-fragmentaciora
gyakorolt hatasat is (Ataei et al., 2021). A DFI (%) értékek a kovetkezdk voltak: 244+2,33%
(tarolt minta), 0, 25 és 50 ul/perc aramlasi sebességgel ennek megfeleld sorrendben 20%
+1,44%, 6% + 0,45% ¢és 44% = 1,66%. Alacsonyabb DF értéket kaptak a valogatott
spermiumoknal, kivéve az 50 pl/perc d&ramlasi sebesség esetén. Arra jutottak, hogy az 50 pl/perc
aramlasi sebesség elég magas ahhoz, hogy olyan nyiréerét hozzon létre, amely fizikailag
karositja a spermium DNS-¢t (Aitken et al., 2010). A vizsgalat kimutatta, hogy ez a chip képes
volt hatékonyan kiszelektdlni az életképesebb spermiumokat, csokkentette a DF értékét,
valamint magasabb DNS integritast mutatott a valogatott spermiumoknal (Asghar et al., 2014).

Vizsgélatunk sordn a Zymot Fertile chip hatasat vizsgaltuk a DF-re, motilitasra és vitalitasra.
Mindegyik vizsgalt paraméter soran javulo tendenciat tapasztaltunk. A DF értékét 1ényegesen
lecsokkentette. A nativ minta DF értéke 39,64% + 12,67% volt, mig az eljarast kdvetden a
kovetkezd eredményt kaptuk: 3,68% =+ 1,84%. A motilitasra és vitalitasra gyakorolt hatasat is
megfigyeltiik, melynek soran azt tapasztaltuk, hogy ezek az értékek novekedtek. A nativ
mintaban a vitalitas 58,65% % 13,64% volt, a szelekcios technika utan a kovetkezod értéket
kaptuk: 96,9% =+ 1,42%, valamint a motilitasi érték a nativ mintaban 17,96% + 9,22 volt és a
chip alkalmazasa utan a kovetkezét kaptuk: 94,36 % =+ 2,62%. Eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy a chip technologia hatékony modja a DF csokkentésének, és emellett pozitiv
hatassal van a mozgékonysagra és ezaltal az ¢életképességre. (4. dbra)

5.3. EIG spermiumok szelekcidjanak hatisa a DNS-fragmentdciora

A spermatogenezis folyamatdnak mindségét spermiumanalizis soran értékelik, melynek
soran meghatarozzak a spermiumok f6 paramétereit, mint példaul koncentracid, spermiumok
szama, mozgékonysaga, valamint morfologidja. Ez a teszt alapvetd fontossagu a férfi medddség
diagnosztizaldsa sordn, azonban a természetes Uton vald fogantatds eldrejelzésére nem a
legalkalmasabb (Leushuis et al., 2014). A fogantatds sikertelensége olyan aprobb
spermiumszerkezeti vagy funkcidbeli hibdkon mulhat, melyet ez a rutinvizsgalat nem képes
kimutatni. Szdmos kutatds folyt annak kapcsan, hogy az SDF milyen hatassal lehet a
termékenységre. Arra jutottak, hogy képes lehet eldrejelezni a természetes fogantatas sikerét,
ugyanis, ha a szintje meghaladja a kiiszobértéket, a teherbeesésre valo siker csokken (Ribas-
Maynou et al., 2013). Tobb laboratorium is hozzaadta az onddvizsgélathoz az SDF kimutatasara
iranyuld teszteket. Az SDF hatdsa talmutathat a tényleges DNS-toréseken az ugynevezett
,Jéghegy cstucsanak elmélete” szerint (EVENSON et al., 2002). Az elmélet szerint a kimutatott
SDF csak kisebb része egy kiterjedtebb rendellenességnek a spermiumpopulacidban, amely
hatassal lehet a reprodukciora. Az SDF-hez kapcsolodo rejtett rendellenességekkel rendelkezd
sejtek valoszinlileg azok, amelyekben nyilvanvalé DNS-torés alakul ki, amikor az ejakulalt
spermiumokat karos hatasnak vannak kitéve, példaul in vitro inkubacidnak vagy
spermiumszelekcionak (Santiso et al., 2012). A szakemberek arra szamitottak, hogy az adott
korilmények kozott minden alany hasonld kérosodast szenved el, azonban a kialakult
karosodas mértéke valtozo az egyének kozott és valtozatosabb, mint az SDF alapértéke (azaz
inkubacio6 el6tt). Arra jutottak, hogy ez nagyban fiigghet a mar emlitett rejtett rendellenességek
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miatt kialakult sériilések mértékétdl (Casamonti et al., 2017). Egyes szerzok ,rejtélyes” vagy
»latens” spermiumkérosodasnak nevezték az inkubacid soran kialakult DNS-fragmentacid
mértékét (Garcia-Peird et al.,, 2011). Az SDF-fel kapcsolatos kutatdsok kimutattdk, hogy
egyetlen paraméter meghatarozasa a nativ ondomintaban, segit elkiiloniteni a termékeny és
terméketlen férfiakat (Sergerie et al., 2005). Az asszisztalt reprodukcios gyakorlatban a jéghegy
csticsa elmélet arra is magyardzattal szolgéalhat, hogy egyes tanulmanyokban megfigyelték, a
nativ ondémintédban kimutatott SDF hatassal van a reproduktiv kimenetelre, mig elméletileg az
a spermiumpopulacié lenne a megfelelé az SDF tesztelésére, amelyet az oocita inseminacidra
valasztanak ki (Mitchell et al., 2011). A nativ SDF mennyisége és a valogatott spermiumokban
talalhato SDF mennyisége kozotti kapcsolat komplex ¢és az egyéntdl fiigg. A klinikai
gyakorlatban a spermiumok feldolgozasa elsésorban DGC vagy SU eljarasokkal torténik, ezek
soran a legtobb, nem életképes, DNS-fragmentalt spermiumot eltavolitjak, ezzel csokkentve az
SDF-et a valogatott spermiummintaban (Conti et al., 2024). Az ¢letképes spermiumok
kivalasztasa mar onmagaban csokkentheti az SDF-et. Egy nativ ondomintaban a magas DF
értek az életképtelen spermiumokbol szdrmazik, mig ezzel szemben a véalogatott populacidoban
ennek ellenkezdje figyelhetd meg (Casamonti et al., 2017). A magas SDF-értékkel rendelkezd
kivélasztott mintdk (a szelekcid soran megnovekedett DF miatt) hasonlo alap (azaz szelekcid
elotti) SDF-értékeket mutatnak, mint azok a valogatott mintdk, amelyek alacsony SDF-vel
rendelkeznek (a szelekci6 soran bekovetkezé DNS-torés csokkenése miatt) (Santi et al., 2018).

Megfigyelték, hogy amikor a valogatott populacioban magas volt a DF, kés6bb 50%-kal
alacsonyabb volt a terhességi arany azokhoz képest, akiknél csokkentették az eljardsok soran a
DF-et. Sajnos kevés tanulmany hasonlitotta O0ssze az SDF-t a nativ és a valogatott
spermiummintdkban asszisztdl reprodukcid esetén. Emellett ezek az eredmények
ellentmondasosak, arra kovetkeztettek, hogy attol fiigg az eredmény, melyik tesztet hasznaltak
a DF kimutatasara. Ezekbdl a vizsgélatokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy az SDF kimutatasa
egy kivalasztott spermiumpopulaciéban jobban megjosolhatja az ART-ban résztvevd parok
teherbeesésének esélyét (Conti et al., 2024). Az ¢€l6 ¢és mozgd spermiumok kiemelése
kozvetleniil javitja a mindséget, hiszen az alacsonyabb DFI az életképesebb spermiumokkal
van Osszefliggésben. Végsé soron ez felveti azt a kérdést, hogy egyaltalan sziikség van-e
tovabbi szelekciods eljarasokra, ha az ¢l6, mozgo spermiumok természetesen alacsonyabb DFI-
vel rendelkeznek.
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7. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetdimnek Dr. Maté Gabornak és Dr. Czétany Péternek a
munkdm soran nyujtott elméleti és gyakorlati segitséget, valamint az OTDK dolgozatom
elkésziiléséhez nélkiilozhetetlen utmutatasukat.
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8. Oldatok, vegyszerek

Leukocitak meghatarozasahoz oldat: 10 ml 0,9%-o0s Natrium-klorid 25 pl 3%-o0s Peroxid
oldat, 50 ul O-Toluidin.

Mosooldat: Origio Sperm Preparation Medium (Origio REF: 10700060A)

Also oldat: 80% SAGE PureCeption 100% Isotonic Solution (Origio REF: ART-2100) + 20%
mosodoldat

Fels6 oldat: 40% SAGE PureCeption 100% Isotonic Solution + 60% mosdoldat

Annexin V reagens: MACS ART Annexin V Reagent (Miltenyi Biotec REF: 200-070-503)
Binding puffer: MACS ART Binding Buffer (Miltenyi Biotec REF: 200-070-505)
Viobility vitalitas jelolé (Miltenyi Biotec REF: 130-130-403)
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