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OSSZEFOGLALAS

A férfi eredetli medd6ség a medddségi kezelésben részt-
vev6 parok mintegy felét érintd probléma. A valosagban ez
a szam sokkal nagyobb is lehet, mivel a legUjabb kutatésok
egyre inkabb alatamasztjak, hogy az ismeretlen eredetl med-
d6ség esetén (az esetek 15-30%-a), amikor a hagyomanyos
andrologiai vizsgalatok soran semmilyen problémat nem tala-
lunk, akkor sok esetben emelkedett, illetve magas spermium
DNS-fragmentacids érték detektalhatd. Azonban nem csak
ebben az esetben figyelhetd meg emelkedett DNS-fragmenta-
ci6. Tobb kutatasban is a DNS-fragmentacios index megemel-
kedését tapasztaltak habitualis vetélé holgyek parjaindl, tobb-
sz0ri sikertelen lombikbeavatkozas esetén, leukocytospermia
esetén, a varicocele-vel kiizd6knél, magas spermium reaktiv
oxigénszabadgyok-értéknél stb. Kéziratunkban szeretnénk be-
mutatni a szakirodalomban felelhetd indikacidit a spermium
DNS-fragmentdcié vizsgalatnak és a DNS-fragmentacio vizs-
galati modszereit.
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Bevezetés

A medd@ség tdbb mint a parok 15%-4t érinti vilagszerte és az ese-
tek 50%-aban kapcsolddik a férfi partnerhez (7). A férfiak kivizsga-
lasa alapvetden a hagyomanyos ondévizsgalatokon alapszik, ame-
lyek nem tikrozik telies egészében a medd@ségi kezelés varhatd
sikerét, gondoljunk csak arra, hogy a paciensek mintegy 15-30%-a
ismeretlen eredetli medd&séggel kiizd, amely esetekben telesen
normdlis spermiogram tapasztalhaté (2). A spermiumkoncentracio,
a motilitds és a morfoldgia meghatérozasa nem ad kel informa-
cét a spermiumok DNS-dllomanyanak  intaktsagardl, fragmen-
taltsagardl (DNS-fragmentacid — DF) (3). Bizonyos 6sszefliggések
megdfigyelhetéen az abnormadlis spermiogram (pl.: stlyos oligoast-
henoteratozoospermia-szindrdma vagy asthenozoospermia) és
DF emelkedése kdzott, de normozoospermia esetén semmilyen
paraméter nem utal DF-re, csak a direkt vizsgalat (4, 5).
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Test methods and indications for DNA
fragmentation analysis of spermatozoa

Male infertility is a problem that affects about half of coup-
les in infertility treatment. In reality, this number may be much
higher, as recent research confirms that infertility of idiopat-
hic origin (15-30% of cases), when no problems are found
in conventional andrological examinations, increased sperm
DNA fragmentation value can be detected. However, it is not
the only case when an increased DNA fragmentation can be
observed. Several studies have found an increase in the DNA
fragmentation index in couples with habituated abortions,
multiple failed assisted reproduction cycles, leukocytospermia,
varicocele, high sperm reactive oxygen radicals, and so on. In
our manuscript we would like to present the indications in the
literature for sperm DNA fragmentation testing and DNA frag-
mentation testing methods.
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Habar ugy tlnik, hogy a petesejtek megtermékenyiilésére
nincs igazan hatassal a spermium DF azonban szamos meta-
analizis bizonyitja, hogy az embridk fejlédését, az implantaciot
és a terhességet mar annal inkabb negativan befolyasolhatja
az emelkedett DF (6, 7). A nemzetkdzi tendenciak mindinkabb
afelé mutatnak, hogy a hagyomanyos spermiogram felvéte-
le mellett a spermiumok DF meghatarozasanak is részét kell
képeznie a medddségi betegellatasnak, hiszen a spermium, a
petesejt és a képzddd embrid drokitd anyaganak stabilitasa el-
engedhetetlen a sikeres fogantatashoz (8). Bar a DF vizsgalati
technolégidja tdbb évtizedes multra tekint vissza, androlégia-
ban, in vitro fertilizacioban (I\VF) torténd rutinszer( alkalmazasa
csak az utébbi néhany évben/évtizedben kertlt el6térbe, ha-
zankban pedig teliesen gyerekcip&ben jar. Ebbol kifolydlag kéz-
iratunk célja, hogy 6sszefoglaljuk a DF vizsgalatanak modszereit
és indikacioit a nemzetkdzi szakirodalom alapjan.



MATE ES MTSAI

A DNS-fragmentacio vizsgalatanak
indikacioi

A DF kialakulasahoz mind kils6, mind pedig bels¢ tényezék
hozzajarulhatnak. Kulsé tényezd lehet a magas hémérséklet, a
drogok fogyasztasa, a toxinoknak valo kitettség, a dohanyzas, a
sugarzas vagy a kemoterdpia; mig belsd tényezé a sérdilt spermi-
umérési folyamat, valamilyen fertézés/gyulladas/leukocytosper-
mia, a magas BMI, a varicocele, egy daganatos megbetegedés,
vagy a diabetes mellitus stb. (9). Ezek mindegyikében k6z6s, hogy
kapcsolatba hozhatéak reaktiv - oxigén-szabadgyokok (ROS)
képzOdésével, amelyek oxidativ kdrosodasokhoz vezethetnek.
A ROS-ok nélkuldzhetetlenek szamos fizioldgiai folyamathoz,
spermiumok esetében példaul az akroszomareakciohoz, illetve
a kapacitacidhoz, de a spermium-petesejt fuzidhoz is elenged-
hetetlenek (10). Kérosan megemelkedett koncentracidjuk azon-
ban szédmos karos hatés kifejtésére képes, rendkiviil reaktivak,
képesek az él6 sejteknek gyakorlatilag barmilyen dsszetevéjével
reakcidba Iépni, kérositani azt, Ugy, mint a szénhidratokat, fehér-
jéket, lipideket, de magat az 6rokité anyagot is, amely utdbbinak
fragmentalddasa hibas génétirast vagy hibas kromoszéma-szeg-
regaciot, aneuploidiat okozhat (11).
Az aldbbiakban tekintstk &t milyen indikaciok leleheték fel a
szakirodalomban (7. dbra):
Ismeretlen eredet(i medddség: kutatasok alapjan az ismeret-
len eredet(i medd@séggel diagnosztizatt parokndl, a férfiak 20-
30%-a kiizd 30% feletti DF-értékkel (12). Az ilyen esetek egy
6 részében a mellékherében vagy az ondévezetékben eltoltott
id6 alatt karosodhat a spermiumok DNS-&llomanya (13).
Habitualis vetélés: tobb kéziratban vizsgaltak, hogy azoknal
a paroknal, ahol legalabb két vetélés tortént a huszadik ter-
hességi hét el6tt, ott szignifikdnsan magasabb spermium DF
volt kimutathat6 a kontrollcsoporthoz viszonyitva. Ameny-
nyiben az ivarsejtek, illetve a bel6ltk képz6dd embrié ge-
netikai allomanyaban valamilyen sulyos hiba talalhato, akkor
sok esetben vagy ki sem alakul a terhesség, vagy pedig korai
vetéléssel végzédik (7, 14, 15).
Eletviteli kockazati tényezSk: tobb tanulmany is sziletett
mar bizonyos életviteli faktorokrél, mint DF-et sulyosbitd té-
nyez6krél. Ezek nem mas, mint: a sugarzas, a magas hémér-
séklet, a kemikalidk, a dohanyzés, az alkoholfogyasztés, a
drogok, tulsuly, cukorbetegség stb. Nagyon fontos megem-
liteni, hogy ezeknek a kockazati tényez&knek hosszu tavu
fenndlldsara van szikség, hogy a negativ hatas megnyilva-
nuljon (16-18).
Emelkedett életkor: ahogy a hdlgyek esetében azt mar rég-
oOta tudjuk, az életkor ndvekedésével parhuzamosan a pete-
sejtek kromoszomalis rendellenességei is emelkednek, egyre
nagyobb az esélye az aneuploidianak (19). Hasonlo jelenség
figyelheté meg a férfiakndl is. Albani és munkatarsai (20)
munkajaban id6sebb férfiaknal szignifikdnsan magasabb
spermium DF-értékeket mértek. Tébb esetben is azonos
eredményt publikaitak (21, 22). A problémét az jelentheti,
hogy nincs egységes allasfoglalés azzal kapcsolatban, hogy
mi min&sul a férfiaknal magas életkornak.
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Magas spermium DNS-fragmentacié

Ha lehetséges, akkor terapias javaslat

Spermiumszeparacio

1. ABRA: A sPERMIUMOK DNS-FRAGMENTACIO VIZSGALA-
TANAK INDIKACIOI ES MODSZEREI

Varicocele: a klinikai varicocele-vel kiizdd férfiak ondéminta-
jaban szignifikdnsan magasabb ROS-tartalom és alacsonyabb
antioxidans szint mérhetd, amivel parhuzamosan megemel-
kedett DF is tapasztalhatd (23—25). Ami még inkabb bizonyit-
ja, hogy a varicocele és a DF kozétt szoros korrelacio all fen,
hogy varicocelectomia utan szinte minden esetben csokken-
nek az elébbiekben emlitett markerek szintjei (DF és ROS) és
akar a spontan fogantatas esélye is fennall (26).
Leukocytospermia és fertézések: a medd6séggel kizdd
férfiak akar tobb, mint 15%-anal eléfordulhat valamilyen
fert6zés és leukocytospermia (27). Ami kdzds ezekben az
esetekben, hogy maga a fertézés, illetve annak szervezet
altali lekUzdése is ROS-képz&déssel és oxidativ stresszel jar,
ami pedig megemelkedett DF-et okozhat (28). Mind a fer-
t6zésekre, mind a leukocytospermidra hatékony kezelésként
szolgalhatnak kulonféle antibiotikumterapiak, amelyek a be-
tegség leklzdésén tul, ,mellékhatasként” a megemelkedett
DF-szint csokkentésére is alkalmasak (29).

Tobbszori sikertelen IVFICSI (in vitro fertilizaciolintra-ci-
toplazmatikus ~ spermiuminjektalas) beavatkozas: mind a
fentebb emlitett vetéléshez, mind pedig a sikertelen IVFICSHoe-
avatkozashoz hozzajarulhat az emelkedett spermium DFE Tobb
munkaban is szoros negativ korrelacot talatak a spermiumok DF
emelkedése és a terhességi rata csdkkenése kozott (6, 30, 37).
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Az ondoémintan mért magas ROS-tartalom, vagy valami-
lyen oxidativ stresszel kapcsolatos paraméter: a DF hatte-
rében kozvetett vagy kdzvetlen médon, de majdnem min-
den esetben a ROS-ok allnak. In vitro kisérletekben human
spermiumokat kezeltek 5 oran keresztil 0,001% H,0,-dal,
mint oxidativ stresszt okozé agenssel, és szignifikans csdk-
kenést tapasztaltak a DNS integritasaban (32). Hasonlé ered-
ményeket publikaltak mas vizsgalati rendszereken is, példaul
halak spermiumain (33). A ROS-ok és a kivaltott oxidativ
karosodasok ellen hasznos terapiaként szolgalhatnak kulon-
féle antioxidans terapiak, amelyek tobb klinikai vizsgalatban
is bizonyitottak mar (34, 35). A problémét az jelenti, hogy ez
idaig nem szlletett egységes protokoll a hasznalatukra, illet-
ve indokolatlan, vagy utankdvetés nélkdli tulzott hasznalatuk
artalmas is lehet a kivaltott reduktiv stressz miatt (36).

DNS-fragmentacio vizsgalati technikak
és azok hatarértékei

Fennallé indikacio esetén alapvetéen négy modszer kézll valaszt-
hatunk, hogy meghatarozzuk a spermiumok DF mértékét (1. dbra):
Tunel-assay: a terminal deoxinukleotidil-transzferaz d-UTP
Nick End Labeling (TUNEL) assay a DNS kett6s spiraljaban
elhelyezked® DNS-toréseket detektdlja, azok szabad 3-OH
végeire altalaban deoxyuridint (dUTP) épit be enzimatikusan,
amely dUTP-hez fluoroférok konjugdlhatéak. A maoédszer
leginkabb az egyszali DNS-térések detektalasara alkalmas,
a fluoroférok 4ltal emittélt jel pedig egyenesen arényos a
DNS-térések mennyiségével. A detektalashoz hasznalha-
tunk vagy fluoreszcens mikroszképot, vagy pedig dramla-
si citométert. A nemzetkdzileg megdllapitott hatarérték,
amely felett magas DF-rél beszélhetiink, az 17% (37), de Ja-
ved és munkatarsai (38) munkajaban ez az érték 22% volt.
Comet-assay: egy elektroforézisen alapuld detektalasi technika.
Alapja, hogy a DNS-molekula negativ toltéssel rendelkezik,
elektromos térbe helyezve a pozitiv irdnyba fog vandorolni
Az intakt DNS-dlloméany a vandorlas soran egy, jol definialt
csoportba fog tomoriini, ez a comet ,feje”. A fragmentalt
DNS-dllomény viszont a fragmentek méretének megfelelt-
en szét fog vélni, egy ,farokra” hasonlitd képet adva (39). Ha
egydttalan nem figyelhet meg feji rész, akkor 100% DF-rél
beszélhetink. Kiértékelése torténhet pusztan vizudlisan, illet-
ve szoftveresen is, amely kvantitativ eredménnyel szolgdl. A
maodszer alkalmas egy- és kétszalll DNS-torések detektalasara.
A szakirodalomban nem lelhetd fel egységes hatérérték sper-
mium DF terén (25% és 50% kozott valtozik), amely annak
koszonhetd, hogy a mintakészitési protokoll szamos olyan
lépést tartalmaz, ami nagy tapasztalatot igényel — emiatt a
Klinikkumban talan legkevésbé alkalmazott médszer —, emiatt
rendkivll id6igényes és nagy a laborok kozétti szoras (38).
Sperm Chromatin Dispersion (SCD) assay: a DF vizsga-
latara alkalmas technikak kozll talan az egyik legkevesebb
specidlis berendezést igényl6 technika, egyszer(ien fénymik-
roszképiaval, brightfield optika segitségével végrehajthaté.
A vizsgalat alapjat az képezi, hogy a spermiumok DNS-al-
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loménya mennyire érzékeny savas denaturacidra. Az intakt
DNS-sel rendelkezé sejteknél, a denaturaciot és a nuklearis
fehérjék eltavolitasat kdvetden, a DNS mintegy kiterjed, Un.
.halo-t” képez. Ha a DNS fragmentalt, akkor a DNS-nek ez
a fajta kiterjedése nem torténik meg, vagy csak minimalisan.
Mivel a fragmentalt DNS érzékenyebb a savas denaturalas-
ra, mintegy ,feloldédik” az és nem képez ,halo-t". Egy- és
kétszalu torések detektaldsara egyarant alkalmas. A nem-
zetkozileg megdllapitott hatarérték szerint 25%-os DF-in-
dexnél mar magas értékrél beszélhettink, azonban bizonyos
SCD-kiteket forgalmazd maérka ezt 30%-ban allapitotta
meg, de ezektd| teliesen eltérd hatarértékek is olvashatok
a szakirodalomban (38). Nagy hétranya, hogy nem kdzvet-
lendl méri a DF-et, hanem kozvetve, a denaturalasra vald
érzékenység alapjan. Tovabba eredménye nagyban fligg a
minta el6készitést és a kiértékelést végzé technikustodl, ebbdl
kifolydlag nagy lehet a szérés egyes mérések kdzott.
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA): a modszer
azon az elven alapszik, hogy az acridine orange nev( jeldlé
molekula, ha kétszali DNS-hez kapcsolédik, akkor gerjesz-
tést kovetéen zold fényt emittdl, ha pedig egyszali DNS-
hez, akkor piros fényt. A jeldlést megel6z6en itt is savas
denaturdlas torténik, amelyre a DNS-t6érések miatt a frag-
mentalt 6rokitd anyag lesz az érzékeny, igy az a denaturalast
kovetéen egyszaliva valik, a jelold bekdtodik, és piros fényt
emittal. Kiértékelése torténhet fluoreszcens mikroszkodpiaval
és dramlasi citometridval is. A szakirodalomban fellelheté ha-
tarérték 25% (38). Ez esetben is a mddszer indirekt mivolta a
legnagyobb hatrany, illetve leginkabb az egyszalil DNS-t6ré-
sek kimutatasara alkalmas. Tovabba mind az SCD-, mind az
SCSA-technika olyan vegyszereket haszndl a denaturacié és
a lizis soran, amelyek toxikusak lehetnek.

Kovetkeztetések

Az elébbiekben, ahogy olvashattuk, tébb technika is rendel-
kezéslinkre all a spermiumok DF-indexének meghatarozasa-
ra. Minden modszernek van elénye és hatranya is, az egyes
laborok le tudjék tenni a voksukat a szamukra legmegfele-
I6bb mddszer mellett (Tunel-assay, Comet-assay, SCD, SCSA).
Fontos megemliteni, hogy ezek a médszerek mindaddig ,ha-
tastalanok”, amig nincs egy egységesen elfogatott allaspont
mind a vizsgalat indikaciéi terén, mind pedig annak terén,
hogy mi torténjen a férfi betegeinkkel, ha emelkedett DF-ér-
téket kapunk. Intézetlinkben lehetévé valt mind a DF mind
az intra- és extracelluldris ROS helyben végzett vizsgdlata.
A DF-meghatéarozashoz — Magyarorszagon els¢ként — SCA
Sope-ot (Microptic, Spanyolorszag) hasznalunk, annak érde-
kében, hogy ahol csak lehetséges, a meghatarozasok ered-
ményei alapjan terapias javaslatok kidolgozasa térténjen meg.
A terdpia alkalmazasat kbvetéen utankdvetést végzink, hogy
a vizsgalt paraméterekben tértént-e valamilyen jelleg(i javulas
(1. abra). Fontos, hogy a par mindkét tagjat parhuzamosan,
egyUtt vizsgaljuk ki, hiszen lehetséges, hogy az alap férfi ki-
vizsgalas, spermiogram nem mutat semmilyen indikaciét a
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DF-vizsgalatra. Amennyiben nem lehetséges terapias javas-
lat felallitasa, illetve a terdpiat kovetéen tovabbra is magas
a DF-index, akkor a hazankban is mar elérhetd spermium-

tason alapuld szeparalas) valamelyikét alkalmazzuk a termé-
kenyités soran, amelyek csokkenthetik a hasznalt ondéminta
DF-értékét, bar alkalmazasuk tényleges hasznardl egyelére

szeparalasi modszerek (pl: magneses szeparalas, mikrofluidi-
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