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1. BEVEZETES

1.1. A medddseg epidemioldgiaja, etiologidja

A 20. szazad kozepe 6ta a humdn nemzdoképesség csokkenése figyelhetd meg, mely a
Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organisation (WHQ)) adatai alapjan globalisan
hatbol egy embert érint (Cox et al., 2022). A teljes fertilitasi rata definicid szerint az egy nére
¢lete soran eso élve sziiletések szamat jelenti, mortalitas nélkiil. A fejlddd orszagokban jellemzd
magas szlletésszamok ellenére ennek vilagszerte vald csokkenése figyelhetd meg az emberi faj
termékenységét érintd krizis kovetkezményeként. A vilag népességének kb. 2/3-a €l olyan
terlileteken (foként a fejlett orszagokban), ahol a fertilitasi rata mar a kritikus, fenntartasi szint
(2,1) ala esve lokalisan, hosszutavon a populacié fennmaradasat veszélyezteti. Ebben szerepet
jatszhat a férfiak sperma paramétereinek (volumen, teljes spermiumszam, koncentracio,
motilitas, morfoldgia) vilagszerte észlelt romlasa is (Luo et al., 2023; Pakmanesh et al., 2024;
Garcia-Grau et al., 2022; Li et al., 2023), mely szintén a 20. szazad masodik felétdl kezdédéen
¢észlelhetd. Levine és mtsai. altal egy 2017-ben készitett metaanalizis alapjan 1973 és 2011
kozott a spermiumszamban 50-60%-os csokkenés mérhetd az Eszak-Amerikai, Europai, illetve
Ausztraliai férfi populacié korében.

A hattérben allo okok szertedgazoak, koziiliik mindenképpen megemlitenddk a kiilonb6zo
civilizacids artalmak: a nyugati tipust életmodbol fakado hatasok (iil6 €letmod, csokkent fizikai
aktivitas, kovetkezményes elhizas, dohanyzas, alkohol fogyasztds, mindkét nemet érintden a
késObbi ¢életkorban torténd gyermekvallalds, pszichés distressz, stb.) €s az iparosodéshoz,
illetve a globalizadciohoz kapcsolodd kornyezeti artalmak (fosszilis energiahordozok és
szarmazékaik (pl. mlianyagok) kiterjedt alkalmazésa, szmog, stb.) (Skakkebak et al., 2022).
Utobbiakhoz kapcsoldddan fontos kiemelni az un. endokrin diszruptorokat. Ezek olyan kémiai
agensek (peszticidek, miilanyagok (pl. biszfenol A (BPA)), fitodsztrogének (pl. szdjababban),
gombatoxinok (pl. zearalenon (ZEA)), stb.), melyek a szervezetbe jutva, ott 1n.
xenodsztrogénként hatva Osztrogenikus, illetve antiandrogén hatasokat kifejtve felboritjdk a
hormonalis szabalyozas homeosztazisat, tovabba oxidativ stresszorként is hathatnak, mindezek
altal mindkét nemben rontjak a termékenységet (Czarnywojtek et al., 2021).

Meddoségrol definicid szerint fogamzasgatlas nélkiil, rendszeres hazas élet mellett legalabb
egy éve spontan terhességet el nem érd parok esetében beszéliink. Ezen parok szamara 1978,
az elsd ,,lombikbébi” sziiletésének éve (Kamel et al., 2013) ota az asszisztalt reprodukcios

technikadk (ART) kinalnak lehetéséget ahhoz, hogy sajat biologiai utodjuk legyen. Evtizedek 6ta
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tarto fejlodésiik és a vilagszerte torténd alkalmazasuk ellenére hatékonysaguk relative
alacsonynak mondhat6: 2021-ben az USA-ban csak a ciklusok 37,3%-a eredményezett ¢lve
sziiletést. Esetiikben kb. 30-50%-ban talaljuk férfi eredetii faktor jelenlétét (Winters and Walsh,

2014), melynek vizsgalata és kezelése az andrologia targykorébe esik.

1.2. Spermium szelekcio

Az asszisztalt reprodukcio, kiiléndsen az intracitoplazmatikus spermium injekcid (ICSI)
sordn a ndi genitalis traktusban a spermiumokra hatd természetes szelekcids hatdsok
kikapcsolasra keriilnek. Ilyen szelekcids mechanizmust jelent a hiivelyi savas pH, a cervikalis
nyak konzisztencidjanak megvaltozasa, a sejtes immunvalasz, a spermium-epitélium interakcid
a tuba uterina isthmusaban, illetve a spermium-zona pellucida interakcié (Suarez and Pacey,
2006; Sanchez-Calabuig et al., 2014) is. Ezek kovetkeztében a legnagyobb fertilizacios
potencidllal rendelkezé spermium szubpopulacid valasztodik ki. Teoretikusan ezen
spermiumok mesterséges szelekcidjaval, majd tovabbi felhasznalasaval az ART
eredményessége javithat6. Ennek céljabol tobb spermium szelekcids technika kertilt
kifejlesztésre, azonban mindeziddig egyik sem bizonyult hatékonyabbnak a tobbinél a klinikai
eredmények (foként az €élve sziiletési rata (/ive birth rate, LBR)) vonatkozasaban (Vaughan and
Sakkas, 2019; Baldini et al., 2021).

A konvencionalis spermium elvalasztasi technikak ko6z¢ tartozik a feltiszasi teszt (swim-up,
SU) és a sirliség gradiens centrifugélds (density gradient centrifugation, DGC), melyek
egyszerlien elvégezhetdk, kiilonosebb specialis tudast, eszkdzt nem igényelnek, igy manapsag
a medddségi centrumokban altalanosan alkalmazott modszerek az ondominta eldkészitése
soran.  Specialis esetekben (igen alacsony sejtszam  (sulyos oligozoospermia,
cryptozoospermia), magas viszkozitds) ezen konvenciondlis spermium szelekcidos modszerek
sajnos nem hatékonyak, ilyenkor alkalmazhatok az . fejlett spermium szelekcios eljarasok.

A fejlett technikdk a kovetkezok: zéta potencial alapu szelekcio, motilis spermiumok
organellumainak morfologiai vizsgalata (motile sperm organelle morphology examination
(MSOME)— intracytoplasmic morphologically selected sperm injection (IMSI)), hialuronsav
kotédési vizsgalat (hyaluronan binding assay (HBA)— physiological intracytoplasmic sperm
injection(PICSI)), magneses sejt szeparalds (magnetic activated cell sorting (MACS)),
mikrofluidikai eljarasok, hipo-ozmotikus duzzadasi teszt (hypo-osmotic swelling test (HOST)),
l1ézer-asszisztalt immotilis spermium szelekcid (laser-assisted selection of immotile sperm

(LAISS)), polarizacids mikroszkopia alapu szelekceid, stb (Pinto et al., 2021). A felsorolt 6sszes



modszer mikodésének részletezése meghaladja jelen iras kereteit, igy tekintettel az értekezés

témajara, a MACS technika alapjait részletezziik.

1.2.1. Magneses sejt szeparalas (MACS)

A magneses sejtszeparalas soran kiilonféle szeparacios stratégiak 1éteznek, a legelterjedtebb
technikdk bizonyos sejtfelszini markerek alapjan szelektdlnak, mely markereket specidlis
ligandokkal konjugéljak. Ezek a ligandok leggyakrabban antitestek, de szintetikus molekulak
(pl. peptidek, aptamerek) is alkalmazhatok. A MACS eldnye az egyszerli alkalmazhatosaga
(kiilonosebb szakértelmet, képzett kezelt nem igényel), a magneses tér erdsségének preciz
allithatosaga, specifikusan az adott célsejthez vald optimalizalhatdsaga, Osszetett szeparacios
rendszerekbe val6 integralhatdsaga, illetve magas szelektivitasa. A modszer hasznalata soran a
f6 problémat célsejtek mikrogyongyokrol valo, életképességiik/funkciojuk karositasa nélkiili
levalasztasa jelenti. Ez elérhet6 szamtalan kiilonb6z6é modon (telitett fehérje oldat, enzimek,
homérséklet/pH/elektromos  toltottség/fényvaltozas indukalta, aptamerek, hidrogél, stb.)
(Plouffe et al., 2015), a legkézenfekvobbnek az 6sszes, nem kivant sejt kiszelektalasa adodna,
igy a szeparald oszlop aljan kizarolag a célsejtek gytilnének Ossze (un. negativ szelekcio),
azonban bioldgiai mintak esetében tekintettel a sokféle szennyezd sejtre ez a megkozelités
komoly kihivast jelenthet.

A reproduktiv medicinaban els6ként 2001-ben Grunewald ¢s mtsai. alkalmaztak a modszert
apoptotikus spermiumok eliminaldsara krioprezervalt, majd felolvasztott ondé mintakbol. Az
apoptozis folyamata soran az érintett sejtekben molekularis véaltozasok sora megy végbe a
sejtmembranban, illetve intracellularisan, Az egyik fontos momentum a normadlis esetben a
sejtmembran belsé felszinén elhelyezkedd foszfolipid molekula, a foszfatidil-szerin
(phosphatidyl-serin, PS) externalizacidéja (Fadok et al., 1992). Sajnédlatos moddon, korai
apoptotikus jeleket hordoz6 spermium képes jelentds motilitdst érintd karosodds, illetve
morfologiai eltérés nélkiil funkciondlni, igy a programozott sejthalal késobbi fazisait elkeriilve
megtermékenyiteni a petesejtet (Garrido and Gil Julia, 2024). Egy Hichri és mtsai. altal 2018-
ban kozzétett tanulméanyban a spermium kiilonféle apoptotikus valtozasai (aktivalt kaszpazok
aranya, externalizalt PS, fragmentalt DNS) az ART-k kimenetelének fiiggetlen prediktoranak
bizonyultak a klasszikus paraméterektdl fliggetlentil. Koziiliik a DNS-fragmentacié mutatta a
legjobb prediktiv értéket. Az eredeti mddszer a PS annexin V nevii fehérjéhez vald nagy
affinitast kotddésén alapul. Az annexin V molekulakat magneses mikrogyongyok felszinéhez

konjugéljuk, majd ezekkel a mikrogyongyokkel megfeleld ideig inkubaljuk, jeldljik a



spermium sejteket. Ezt kdvetden a mintat magneses térbe helyezett szeparald oszlopra toltjiik.
Az apoptotikus spermiumok kikotnek az annexin V-hdz, és az oszlopon visszamaradnak
(pozitiv frakcio). Az egészséges spermiumok az oszlopon kotddés nélkiil atjutnak, ezaltal
szeparalva kinyerhetdk (negativ frakcio) (Said et al., 2006).

Korabban szamos tanulmanyban igazoltak méar, hogy a MACS hatékonyan csokkenti a DNS-
fragmentaciot és a strukturalis kromoszomalis eltérések el6forduldsat a kezelt ondé mintaban,
altala a magasabb DNS-integritassal rendelkezd, igy az asszisztalt reprodukciés modszerek
szamara magasabb mindségii spermiumok izolalhatdak (Said et al., 2006; Aziz et al., 2007; de
Vantéry Arrighi et al., 2009; Lee et al., 2010; Zahedi et al., 2013; Bucar et al., 2015; Degheidy
etal., 2015; Chi et al., 2016; Martinez et al., 2018; El Fekih et al., 2020). Mindezek ellenére, a
technika ART-k kimenetelére gyakorolt valos, pozitiv klinikai hatdsa egyeldre nagy esetszdmu
randomizalt-kontrollalt tanulményokban (RCT) nem kertilt bizonyitasra, igy a jelenlegi europai
asszisztalt reprodukcids iranyelvek (Europeran Society of Human Reproduction and
Embryology (ESHRE)) alkalmazasat egyeldére nem ajanljak (Lundin et al., 2023). Habar a
modszer alkalmazasat timogatando, magas szintli evidencia, illetve szakmai ajanlas nem all
rendelkezésre, medddségi centrumokban gyakran ajanljak olyan paroknak, akiknél két
alkalommal sikertelen ICSI vagy ismeretlen eredetli vetélés tortént magas spermium DNS-
fragmentaci6 mellett, ennek minden esetben egyéni mérlegelést kovetden, részletes
tajékoztatas, illetve konzultacid megtorténtét kdvetden kell torténnie (Garrido and Gil Julia,

2024).

1.3. Abszolut asthenozoospermia

Fiziolégidsan a spermiumok érése a mellékhere csatornaiban torténd tranzitjuk soran zajlik.
melynek eredményeként a spermium alkalmassa valik a kés6bbi kapacitacio lezajlasara, illetve
szert tesz progressziv motilitasi képességére (Gervasi and Visconti, 2017). Ez utobbinak foként
a vaginatol a tubdig vald eljutasban és a cumulus oophorus-on vald penetracioban van
jelentdsége, ezaltal egyértelmli kapcsolat all fenn a spermium motilitasa és fertilizacios
képessége kozott (Beauchamp et al., 1984).

Az abszolut asthenozoospermia egy ritka rendellenesség (el6fordulds: 1/5000 férfi) a
motilitas teljes hidnyat jelenti a friss ejakulatumban. Hatterében intrinszik (flagellum
ultrastruktaralis defektusai-pl. Kartagener-szindroma, mitokondrialis rendellenességek) és
extrinszik (necrozoospermia infekciok, oxidativ stressz, spermium ellenes antitestek,

szennyezd anyagok altali kornyezeti expozicido (pl. peszticidek), krioprezervacid, hosszl



onmegtartoztatas kovetkeztében) okok is felmeriilnek, de szamos esetben idiopatias jelenségrol
besz¢liink (Ortega et al., 2011; Chen et al., 2022). Természetesen a tesztikularis spermiumok
immotilitasa fiziologias jelenség, mely a metabolikus éretlenségiik és a Sertoli-sejtekkel valo
esetlegesen még meglévo kapcsolataik kdvetkezménye.

Nagy ¢s mtsai. mar 1995-ben 966 esetet retrospektiven vizsgalva kimutattak, hogy az ICSI
esetében a modszer altal még a klasszikus paraméterek szempontjabol sulyosan kompromittalt
spermaképet mutatdé betegek (pl. cryptozoospermia, sulyos astheno-/teratozoospermia)
esetében is magas fertilizacios és terhességi ratak érhetdk el. Férfi oldalrol egyetlen tényezo
bizonyult erés negativ prediktiv értéktinek: az immotilis (feltehetden non-viabilis) spermium
felhasznalasaval torténd megtermékenyités.

Mig spermiumok vitalitasa az intakt sejtmembranjuk alapjan indirekten mért é16 spermium
aranyt jelenti, addig a viabilitas egy joval szofisztikaltabb, a funkcionalis integritast figyelembe
vevo fogalom (Hecht and Jeyendran, 2022), azonban ezeket a kifejezéseket a laboratoriumi
gyakorlatban sokszor felcserélhetének vélve, azonos jelentéssel alkalmazzak.

Az immotilis spermiumok vitalitdsa az egyszerli eosin-nigrosin festéssel egyszerlien
megitélhetd, ezaltal a 100% immotilis, €16 spermiumokat tartalmaz6 minta a necrozoospermias
mintatol differencidlhatd, azonban az igy vizualizalt életképes spermiumok asszisztalt
reprodukcidhoz mar nem felhasznédlhatok. A spermiumok felhasznalhatosaganak megorzése
melletti viabilitds meghatarozasra tobb modszert is emlit az irodalom (pl. spermium farki rész
elaszticitdsanak vizsgalata, HOST, dioda lézer impulzus leaddsa a spermium farki részére
(LAISS), foszfodiészteraz gatlok (pentoxifillin, teofillin, 2-deoxyadenozin) alkalmazésa, kettds
fénytorés vizsgalata (Yovich et al., 1988; Liu et al., 1997; Soares et al., 2003; Aktan et al., 2004;
Baccetti, 2004; Ortega et al., 2011; Ebner et al., 2014)), azonban ezek felhasznaldsa

problematikus lehet pontatlansaguk, invazivitasuk, potencialis toxicitasuk miatt.

1.4. Leukocitospermia jelentdsége

Az reprodukcids technikdkhoz vald felhasznélasra idealis ondominta nem tartalmaz
szennyezo sejteket (fehérvérsejt, vordsvértest, hamsejt, stb.). Ezzel szemben, a férfi genitalis
traktusban, illetve az onddutakban fehérvérsejtek fiziologidsan is jelen vannak, ott fontos
szerepet jatszanak kiilonb6z6, a homeosztazis fenntartasdhoz hozzajaruld folyamatokban (pl.
abnormalis/eloregedd spermiumok fagocitozisa a mellékherében jelenlévé makrofagok altal,
patogének eliminacioja (,, immunosurveillance’)) (Khodamoradi et al., 2020; Henkel, 2024). A

mindennapi klinikai gyakorlatot tekintve, szinte minden vizsgalt minta valamilyen mértékben



szennyezett fehérvérsejtekkel (foként polimorfonukledris (PMN) sejtekkel (granulocitakkal,
50-60%) (Wolft, 1995)). A WHO aktualis iranymutatasa alapjan (WHO laboratory manual for
the examination and processing of human semen, 6th ed., 2021) csak a 1,0x10%ml
koncentraciot meghaladd mértékli jelenlétiik bir klinikai jelentdséggel ¢€s tarthato
abnormalisnak. A leukocitospermia prevalenciaja a meddo férfiak esetében nagyjabol 10-20%-
ra tehetd (Wolff, 1995).

Az irodalmat attekintve, a leukocitospermia és a csokkent sperma paraméterek,
kovetkezésképpen a férfi szub-, illetve infertilitas kozti potencialis relaciot alatamasztd szamos
adat lelhetd fel. Fehérvérsejtek altali infiltracié leggyakrabban az ondoutak fertézéseinek
(orchitis, epididymitis, prostatitis) kovetkezménye, azonban egyéb non-infektiv, citokin
szinteket emel6 allapotok, hatasok (pl. varicokele, dohdnyzas, marihuana-, alkoholfogyasztas)
(Close et al., 1990; Mongioi et al., 2020) kovetkeztében is kialakulhat. A PMN sejteket
gyulladasos citokinek aktivaljak, melyet ROS produkcié (,, oxidative burst’), kovetkezményes
oxidativ stressz kovet (Saleh et al., 2002). Amennyiben az oxidativ hatasok tlstlyba keriilnek
¢s a szeminalis plazma antioxiddns enzimrendszerének kapacitdsat meghaladjak, lipid
peroxidacio, a membran integritas elvesztése, ezek kdvetkezményeként mitokondrialis, illetve
nuklearis DNS sériilése, fragmentacioja alakulhat ki (Derbel et al., 2021), mely végiil akar a
spermium apoptdzisdhoz is vezethet. Mindezek a valtozdsok klinikailag a klasszikus
paraméterek (térfogat, koncentracio, progressziv/teljes motilitas) romlésa, illetve gatolt
spermium-oocita fuzidé képében jelennek meg (Aitken et al., 1994; Plante et al., 1994; Fraczek

etal., 2016; Fan et al., 2023).

1.5. Hemospermia ¢s a hereszovet mintakat szennyezd vorosvértestek
jelentdsége

A hemospermia a vér onddban valé megjelenését jelenti, mely szamos patologias folyamat
kovetkezményeként (ondouti fertdzések, urogenitdlis malignitasok (prosztata-, holyag-,
heretumor), prosztatikus/ondohdlyag cisztak, stb.) megjelenhet, habar az esetek kb. 30-70%-
ban a folyamat idiopatiasnak mondhaté (Mathers et al., 2017). A sebészi spermiumnyerés egyik
gyakran alkalmazott miitéti eljarasa, az Gn. tesztikularis spermium extrakcio (TESE) soran nyert
hereszdvet minta nem csupdn spermatozoat, hanem spermium eldalakokat, mas eredetii sejteket
(fehérvérsejtek, vorosvértestek, epitél sejtek) is tartalmaz.

Az emlitett esetekben az asszisztalt reprodukciohoz felhasznalni kivant bioldgiai mintaban

talalhatd vorosvértestek potencialisan negativ hatasokat fejthetnek ki a spermiumokra. Azon



mintadk esetében, melyekben csak néhany spermium lelhetd fel, a tobbségben 1évé szamos
vorosvértest extrémen megnehezitheti és iddigényessé teheti ezek izolalasat, kiilondsen, ha
tesztikularis minta esetében ezek immotilisak is. Ezt kikiiszobolendd, tobb modszer keriilt
kifejlesztésre eddig (eritrocita-lizis puffer oldat, pentoxifillin alkalmazasa a motilitas
stimulédlasara), de ezek biztonsagos felhasznalhatdsaga tovabbra is kérdéses (Tournaye et al.,
1994; Popal and Nagy, 2013; Soygur et al., 2018; Yazdinejad et al., 2020). A spermiumok
krioprezervacidja késobbi felhasznalasra (pl. heretumoros betegeknél szervvesztd miitét,
onkoterapia megkezdése elétt) mara mindennapi gyakorlattd valt a medddségi centrumokban,
ezzel kapcsolatban fontos aspektus a vorosvértestek hemolizise okozta potencialisan karos — a
felszabaduld hem ¢és vas molekulak altal kifejtett kombinalt oxidativ és direkt citotoxikus - hatés

a felolvasztott spermiumokra (Rijsselaere et al., 2004).

1.6. Cluster of differentiation

A Cluster of differentiation (CD) nevii molekularis azonositasi rendszer alapjait 1982-ben
Périzsban fektették le (Bernard and Boumsell, 1984): hasonlé sejtfelszini antigének tUn.
klaszterein alapul, melyeket ugyanazon antitest ismer fel, igy megadva a lehetdségét a
kiilonboz6 sejtpopuldcidk immunfenotipus alapjan valo elkiilonitésének. Jelenleg tobb, mint

400 kiilonbozo fehérje keriilt besorolasra CD markerként (Tian et al., 2022).

1.6.1. CDA45

A CD45 markert kézos leukocita antigénnek is nevezziik, mivel genetikailag magasan
konzervalt szerkezetli membran glikoproteinként - az érett vorosvértesteket €s vérlemezkéket
leszamitva - minden érett magvas hemopoetikus sejt felszinén megtalalhat6, kulcsszerepet

jatszva az immunvalasz szabalyozasadban (Rheinlédnder et al., 2018).

1.6.2. CD235a

A CD235a egy glycophorin A (GPA) nevii transzmembran glikoproteint jeldl, mely
vorosvértesteken és azok eldalakjain van jelen, strukturalis, a vordsvértestek alakjanak
kialakitdsaban jatszott ¢élettani szerepe ismert (Karsten et al., 2010). Ezentil patoldgias
folyamatokban is szerepet jatszik kiilonbozo korokozok, példdul a malariat okozé protozoon, a

Plasmodium falciparum receptoraként viselkedve (Ridgwell et al., 1983).



2. CELKITUZESEK

Az eredeti, annexin V-alapu szeparalasi modszeren til a technika tobb lehetdséget is rejthet:
az alkalmazott mikrogyongyok felszinéhez tetszéleges célmolekulat célzo antitest kothetd (akar
egyszerre tobbféle is), igy az Oket jellemzd sejtfelszini markerek alapjan akar a magas
integritasu Orokitdanyaggal bird, magas fertilizacids potencidllal rendelkezé spermiumok
szuperszelekcidja, akar az alkalmazott bioldgiai mintat szennyez0, annak feldolgozhatosagat
nehezitd sejtek (pl. fehérvérsejtek, vorosvértestek az ondo, illetve a sebészi spermiumnyerés

soran nyert hereszovet mintaban) kiszlirése lehetévé valhatna.

Doktori munkdm elsé felében az eredeti moddszer egy specidlis alkalmazhatosdgat
vizsgéltam, a masodik felében pedig a szennyezd sejtek kisziirésének lehetdségeivel

foglalkoztam. A kovetkezd kérdéseket vizsgaltuk meg:

1. Csokkentheté-e szignifikdnsan az emelkedett DNS-fragmentdciot mutaté onddémintak
DNS-fragmentécios indexe (DFI) annexin V alapia MACS segitségével? (Ezt a pozitiv

effektust kordbban szamos tanulmanyban leirtak, ezt ellendriztiik.)

2. A spermiumok vitalitdsa és DFI értéke kozotti korrelacio vizsgélata. DFI csokkenés
megnyilvanul-e emelkedett vitalitasban, ezaltal javithato-e jelentOsen a vitalitas abszolut
asthenozoospermia esetén annexin V alapt MACS éltal? (A rendellenség ritka

eléfordulasa okan egy esettanulmany kapcsan, retrospektiv vizsgalva.)

3. Csokkentheté-e szignifikdnsan a leukocitospermias onddémintdkban a szennyezd

fehérvérsejtek aranya CD45 molekulat cé€lzo magneses szeparalas altal?

4. Csokkenthet6-e szignifikdnsan TESE soran nyert hereszovet mintdkban a szennyezd

vorosvértestek aranya CD235a molekulat célzo magneses szeparalas altal?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Mintagytjtés, alapvizsgalatok

Az ondomintak gyljtésére 3 nap dnmegtartdztatast kovetden maszturbacio utjan keriilt sor.
37°C-on inkubdlva, az elfolyosodast kdvetden legkésébb 1 6ran beliil végeztiik el a mintdk
vizsgalatat CASA rendszer (SCA SCOPE, gyart6: Microptic S.L., Barcelona, Spanyolorszag),
illetve aramlési citométer (MACSQuant Analyzer 16, gyarté: Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Németorszag) segitségével. Mindennapi klinikai gyakorlatunkban minden
andrologiai vizsgalatra jelentkezd férfi beteg a leadott ondd minta klasszikus paraméterek
(spermium szam, koncentracio, motilitas, progressziv motilitas, morfologia, vitalitas, kerek és
peroxidaz-pozitiv sejtek szama) szerinti sperma analizisén, illetve DNS-fragmentaciéo mérésén
esik at.

17 beteg rutin vizsgalata soran észlelt magas DFI-ii (>30%) ond6é mintdja esetében
tudoményos céllal annexin V jelolést ¢s magneses szeparaciot végeztiink.

13 betegnél rutin vizsgalatuk soran leukocitospermiat észleltiink, esetiikben tudomanyos
céllal szintén magneses szeparalast végeztiink.

12 beteg esetében medddségi kezelés részeként TESE tortént, az esetiikben a hereszovet
minta mechanikus feldolgozasat kovetden stirtiség gradiens centrifugélast végeztiink a nagyobb
szovetfragmentumok eltavolitasa céljabol. Az igy feldolgozott minta centrifugdlasat kdvetden
a szedimentumot hasznaltuk fel a tovabbi magneses szeparacio soran. Ezen betegek esetében
bevalogatasi kritérium volt a miitét pozitiv kimenetele, a megerdsitett spermium talélat.

Tovéabbi 205 beteg rutin vizsgalata kapcsan adataikon retrospektiv modon korrelaciokat
allitottunk fel a wvitalitds ¢és a DNS-fragmentaci6é kozott. Egy esetben abszolut
astenozoospermiat mutatd spermaképti beteg keriilt felismerésre, esetében tudomanyos céllal
annexin V jeldlést €s magneses szeparaciot végeztiink.

A mintaadas minden fenti esetben onkéntes alapon, irdsos beleegyezést kovetden tortént a
Dunamenti Reprodukcidos Kozpont Pannon Telephelyén (kordbban Pannon Reprodukcios
Intézet, Tapolca), illetve PTE KK Urologiai Klinikan (Pécs). Vizsgélatainkat a PTE KK

Regionalis Kutatasetikai Bizottsag eldzetes engedélyével végeztiik.
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3.2. Apoptotikus spermiumok magneses szeparacioja

A spermiumszadm meghatarozasat kovetden, az elfolydsodott ondd minta stirtiség gradiens
centrifugalasat végeztiik (300xg, 12 min). Ehhez 40%, illetve 80% PureCeption™ (gyarto:
Cooper Surgical Inc., Trumbull, Connecticut, USA) oldatokat hasznaltunk, ez kovalensen kotott
hidrofil szilan molekulak 4altal stabilizalt szilikat részecskék steril kolloid szuszpenzidja,
HEPES oldattal pufferelt human tubdris folyadékkal formulédzva. Az eljaras soran 1 ml 80%-o0s
oldatot toltottiink az edény aljara, majd tovabbi 1 ml 40%-os oldatot rétegeztiink lassan ennek
tetejére. A PureCeption™ oldatot spermium el6készitd médiummal higitottuk. Ezt kovetden
megfeleld mennyiségli elfolyosodott ondot rétegeztiink dvatosan a felsd fazis (40%) tetejére.
Az igy elokészitett kémcesovet a fentiek szerint centrifugaltuk. A feliiliszot leszivtuk, majd a
pelletet MACS ART binding buffer oldatban reszuszpendaltuk ugy, hogy a koncentracio 1-
2x10" spermium/ml legyen és ismételten centrifugaltuk (300xg, 4 min). A feliiluszot ismét
eltavolitottuk, 200 ul MACS ART annexin V reagenst, majd 500 pl teljes térfogatig MACS ART
binding buffer oldatot adtunk a sejtekhez. Az oldatot 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk.
A MACS ART MS szeparacios oszlopot MACS ART binding buffer oldattal &tmostuk, majd az
elokészitett, jelolt mintat az oszlopra toltottiik. Az oszlopon atjuto, jeldletlen sejteket felfogtuk.
A szeparacios eljaras megeldzden, illetve utana DNS-fragmentacié mérést végeztiink TUNEL
assay alkalmazasaval, a Sharma és mtsai. altal leirt médszer (Sharma et al., 2016) szerint. A
DFI-et a TUNEL-pozitiv sejtek szamat a teljes sejtszammal elosztva szamoltuk ki.

Az abszolut asthenozoospermias minta esetében a vitalitds meghatarozasat eosin festéssel
végeztiik, a DNS-fragmentacié vizsgalata SCD modszer (Fernandez et al., 2003) szerint tortént
a gyarto utasitasai és a WHO ajanlasai szerint, egyebekben a mintagytijtés és alapvizsgalatok a
fentiekben részletezetteknek megfeleléen zajlottak. A vitalitdas meghatarozasdhoz 5 pl
ondomintahoz ugyanennyi 1% eosin-Y oldatot kevertiink, targylemezen kenetet huztunk beldle,
feddlemezzel fedtiik, 30 sec-ig 37°C-on inkubaltuk, majd 200 spermatozoon-t értékeltiink. Az
SCD teszt soran az ondomintat PBS-sel higitottuk 5-10 millié/ml koncentracioig, 30 pl mintat
1% agaro6zzal kevertiink 6ssze 37°C-on, majd ebbdl 14 pl-t egy el6készitett, agardzzal boritott
targylemezre pipettdztunk, feddlemezzel fedtiik. Ezt 5 percig 4°C-on inkubaltuk, majd a
feddlemezt eltavolitva a targylemezt 7 percig denaturacids oldatba (0.08 M HCI), majd 25
percig lizis pufferbe (0,4 M Tris, 0,4 M DTT, 50 mM EDTA, 0,3% SDS and 1% Triton Xysis)
meritettiik szobahdmérsékleten. Végiil desztillalt vizzel alaposan ledblitettiik, majd felszallo
alkohol sorral (70, 90, illetve 100% etanol, mindegyik 2 percig) dehidraltuk, levegén

megszaritottuk, Giemsa-festést kovetden SCA Scope segitségével vizsgaltuk. Ennek soran a
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spermiumok feje koriili un. ,,halo” keriilt megfigyelésre, mely a normal, egészséges sejtek
esetében megtartott, mig fragmentalt DNS-sel birok esetében minimalis vagy teljesen el is tlinik
(a jelenség a denaturalt, igy deproteinalt nukleoidban 1évé ép DNS hurkok fénydiszperzidjan
alapul). A vizsgélat soran minimum 200 spermatozoon keriilt értékelésre. Az annexin V alapt
MACS szeparacidé a fentiekkel identikusan tortént, a vitalitas és a DFI meghatarozésa a
szeparacio el6tt és utan is elvégzésre kertilt. A DFI-et a fragmentalt DNS-1 sejtek szamat a teljes
sejtszammal elosztva szamoltuk ki. DFI hatarérték tekintetében az SCD teszt esetében

altalanosan elfogadott 30%-ot alkalmaztuk.

3.3. Feheérversejtek magneses szeparacidja

Az ondomintakat lecentrifugéltuk (300xg, 10 min), a szeminalis plazmat leszivtuk, majd a
pelletet 80 ul/107 sejt puffer oldatban reszuszpendéltuk (PBS, mely 0.5% BSA-t és 2 mM
EDTA-t tartalmazott, pH 7.2). Ezt kdvetéen 20 pl/107 sejt CD45 (clone REA747) magneses
mikrogyongyot adtunk a mintdhoz. Az igy kapott oldat 6sszekeverését kovetden azt 15 percig
szobahOmeérsékleten inkubaltuk (a gyarto 4-8°C-ot javasolt, azonban ez a spermiumok esetében
kozel sem lenne idedlis). Inkubéciot kovetden tovabbi 2 ml PBS-t adtunk a mintdhoz, majd a
fentieknek megfelelden ismételten centrifugaltuk. A feliiliszot leszivtuk, majd 10% szamu sejtet
500 pl PBS-ben is ismételten reszuszpendaltunk. Az LS szeparacios oszlopot PBS-sel atmostuk,
majd a jelolt sejtszuszpenziot az oszlopra toltottiik. Az oszlopon atjuto, jeldletlen sejteket
felfogtuk. Ez utébbi sejtfrakciot CD45-FITC festékkel jeloltik, hogy a CD45+ sejtek
eliminacigjat igazoljuk, ehhez 4dramlési citometridt alkalmaztunk. A CD45+ sejtek aranya a

magneses szeparaciot megeldzoen, illetve azt kovetden is meghatarozasra kertilt.

3.4. Vorosvertestek magneses szeparacidja

Az kordbban leirt modszer szerint el6készitett hereszovet mintakat centrifugaltuk (300xg,
10 min), a feliiltiszot leszivtuk és a pelletet 80 ul/107 sejt PBS oldatban reszuszpendaltuk, majd
20 pl/107 sejt CD235a (clone REA175) magneses mikrogydngyodt adtunk hozza. Az oldatot
Osszekevertiik, majd 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden 2 ml PBS-t adtunk
a mintahoz, majd a fentiek szerint lecentrifugaltuk. A feliiluszot leszivtuk, majd 10® szamu sejtet
500 pl PBS-ben is ismételten reszuszpendaltunk. Az LS szeparacios oszlopot PBS-sel atmostuk,
majd a jeldlt sejtszuszpenziot az oszlopra toltottiik. Az oszlopon atjutod, jeloletlen sejteket

felfogtuk. A mintdban 1év6 vorosvértestek szdma a magneses szeparaciot megeldzoen, illetve
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azt kovetden is meghatarozasra keriilt fény mikroszkop segitségével. A vordsvértesteket

morfolégiai jellemzdik (szin, alak) alapjan azonositottuk.

3.5. Vegyszerek

A mégneseses szeparaldshoz alkalmazott annexin V, CD45 és CD235a mikrogyongydket,
illetve a fluoreszcens jeloléshez hasznalt CD45-FITC fluorofort a Miltenyi Biotec-tdl
vasaroltuk. A mintak elokészitéséhez hasznalt puffer oldatok a Sigma Aldrich (Sigma Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) altal gyartott termékek voltak. A DNS-fragmentacid vizsgalatdhoz
alkalmazott TUNEL assay-t a Thermo Fisher Scientific-tdl (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), mig az SCD teszthez hasznalt reagenseket kitként a Microptic S.L.-t6l
vasaroltuk. A siirliség gradiens centrifugildshoz hasznalt PureCeption™ és spermium

tapoldatokat az Origio gyartotta (CooperSurgical, Trumbull, Connecticut, USA).

3.6. Statisztikai analizis

Az adatokat azok atlagaval és a szdrassal, illetve a boxplot diagramok esetében ezek mellett
a median ¢és az also, illetve fels6 kvartilis értékkel jelenitettiik meg. Az adatok eloszlasanak
vizsgalatara Shapiro-Wilks tesztet alkalmaztuk. Az igy meghatdrozott normal eloszlasu
valtozokat parametrikus teszttel, kétmintds t-probaval, a nem normal eloszldst mutatd
valtozokat Kruskal-Wallis non-parametrikus teszttel vizsgaltuk. A GraphPad in Stat 7.0
szoftvert (Dotmatics, Graphpad Software Inc., Boston, Massachusetts, USA) hasznaltuk a

fentiek elvégzéséhez.
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4. EREDMENYEK

4.1. Magas DNS-fragmentacioju spermiumok magneses szeparalasa

Mivel a bevalogatasi kritérium a magas DFI volt, szeparaci6 eldtt a spermiumok atlagos DFI
érteke 42,0449,34% volt. Szeparaciot kovetden 2,19x csokkenés volt megfigyelhetd,
19,11+5,90%-ra (p<0,01; 1. 4bra).
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1. abra: Az annexin V jel6lés alapu magneses szeparalds hatdasa a spermiumok DNS-
fragmentaciojara. DNS-fragmentdcio a TUNEL assay-vel végzett mérés alapjan a szeparalds

eldtt (A) és utan (B). DFI szepardlas elétt és utan (C). **p<0,01; kétmintds t-proba.
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4.2. A vitalitas, DNS-fragmentacio és klasszikus sperma parameéterek

kozotti lehetséges Osszefiiggések vizsgalata

A retrospektiven vizsgalt 205 minta koziil 170 alacsony DFI-t (<30%) mutatott, mig 35 a
magas DFI-i (>30%) csoportba esett. 151 esetben normal vitalitast (>58%) észleltiink, mig 54
esetben necrozoospermia volt 1athatd.

A DFI 1,36x magasabb volt a necrozoospermidt (vitalitas: <58%) mutatd csoport esetében a
normal vitalitdsi mintakhoz (vitalitas: >58%) viszonyitva (17,38+10,38% vs. 23,71+16,17%;
p=0,0261). A koncentracio, a motilitds, illetve a progressziv motilitds a kovetkezOképpen
alakultak a két csoportban: 30,07£29,50 M/ml vs. 13,58+16,81 M/ml, 31,86£16,65% vs.
18,31+11,94%, illetve 24,31+14,11 vs. 12,67+9,95% (2/A. é4bra).

A DFI irdnyabol megkozelitve még jelentdsebb kiilonbségek latszottak (p<0,001): az
alacsony DFI-t mutaté csoportban a vitalitds 66,91+14,08% volt, mig ez a magas DFI-i
csoportban 56,25+16,44%-nak adodott. A koncentracid, a motilitds, illetve a progressziv
motilitas a kovetkezoképpen alakultak a két csoportban: 26,52+28,51 M/ml vs. 21,85+£23,22
M/ml, 30,51+16,67% vs. 17,51£11,53%, illetve 23,01£14,23% vs. 12,68+9,68% (2/B. dbra).
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2/A. abra: A spermiumok vitalitasanak és a DNS-fragmentdacio korrelacioja. (A) DNS-fragmentdcio
(feher oszlop), spermium koncentracio (sziirke oszlop), motilitas (vizszintesen vonalazott oszlop),
progressziv motilitas (fliggdlegesen vonalazott oszlop) normalis vitalitas vs. necrozoospermia esetén.

*0<0,05, ****p<0,0001; Kruskal-Wallis teszt.
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2/B. abra: A spermiumok vitalitasanak és a DNS-fragmentdacio korreldcioja.
(B) Vitalitas (pontozott oszlop), spermium koncentracio (sziirke oszlop), motilitas (vizszintesen
vonalazott oszlop), progressziv motilitas (fiiggdlegesen vonalazott oszlop) alacsony vs. magas DNS-

fragmentdcio esetén. ***p<0,001; ****p<0,0001,; Kruskal-Wallis teszt.

4.3. Abszolut asthenozoospermias minta magneses szeparacidja

Esettanulmanyunkban a vizsgalt ondéminta koncentracidja 8 M/ml spermium volt 0%-os
motilitas, 10%-os vitalitas és 77,6%-o0s DFI mellett. MACS szeparaciot kovetden a vitalitas

73%-ra emelkedett, mig a DFI 28,2%-ra csokkent.
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4.4. Fehérvérsejtek magneses szeparacioja

Leukocitospermia esetében CD45+ sejtek kezdeti ardnya a teljes sejtszdmhoz képest
6,9243,71% volt. Szeparaciot kovetden aranyuk szignifikdnsan csokkent, 0,44+0,39%-ra
(»<0,001; 3. &bra).
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3. abra: CD45+ sejtek aranya a mdgeneses szepardcio elott és utan.

**%p<0,001; kétmintds t-proba.
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4.5. Vorosvértestek magneses szeparacioja

A feldolgozott hereszovet mintak atlagosan 73,71+£39,85 M/ml vordsvértestet tartalmaztak.
A magneses szeparaciot kovetden a CD235a+ sejtek szdma jelentdsen, 2,39+2,04 M/ml-re

csokkent a mintdban (p<0,001; 4. dbra).
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4. abra: Fénymikroszkopos kép a vordsvértestek szamanak szemléltetésére a CD235a+ sejtek
mdgneses szepardcidja elétt (4) és utan (B). Virosvértestek szama a szeparacio elott és utan (C).

***¥p<0,001; kétmintds t-proba.
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5. MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

Az emberi fajt érintd globalis fertilitdsi krizis megoldasa szempontjabol esszencialis
jelentdségli lenne az egyelore relative alacsony hatékonysagu asszisztalt reprodukcios eljarasok
eredményességének novelése. Ennek egyik kulcsa az ehhez felhasznalt mintak, ivarsejtek minél
magasabb mindségben vald biztositdsa. Férfi oldalrol nézve ez egyrészt a magas DNS
integritasu spermiumok szelekcidjaval, masrészt a felhasznalt ejakulatumot/hereszévet mintat
szennyezO sejtek eltavolitasaval érhetd el. Az eddig kifejlesztett spermium szelekcios eljarasok
egyike sem bizonyult eredményesebbnek a tobbinél a klinikai végpontok tekintetében, igy
tovabbra is fennall az igény ezek fejlesztésére.

Jelen értekezésben a fejlett spermium szelekciés moddszerek koziil a MACS potencidlis
alternativ alkalmazasai lehetdségeit kivantam részletezni. Az eredeti modszer az apoptotikus
jeleket mutatdé spermiumok membranfelszinén megjelend PS és az alkalmazott magneses
mikrogyongyok felszinéhez kotott annexin V kotddésén alapul. Az apoptozis fogalma a
programozott sejthalal fiziologias folyamatat jeloli, mely soran a sejt aktiv, energia-dependens
folyamatokon keresztiil, kontrollaltan felszdmolja sajat struktardit: a sejt zsugorodni kezd,
kromatin allomanya kondenzalddik, majd internukleoszomalisan darabolddik. Ezek a DNS
toredékek végiil a sejtorganellumokkal egyiitt intakt sejtmembran altal hatarolt Uun. apoptotikus
testekbe keriilve levalnak a sejtrdl, majd a kornyezd fagocitdk bekebelezik dket. Ez utdbbi
Iépésnek kulcsmomentuma a PS externalizdcidja, mely egyfajta non-inflammatorikus
fagocitozis szignalként funkcional, szerepe esszencialis az apoptdzis maradéktalan
lejatszodasaban (Elmore, 2007; Szeberényi, 2011). Az apoptotikus jeleket (aktivalt kaszpazok,
externalizalt PS, DNS-fragmentacid) mutatd spermiumok aranya az ejakuldtumban magasabb
a meddo férfiak korében (Weng et al., 2002; Hichri et al., 2018). Az apoptotikus jelatviteli utak
aktivacidjanak kifejezett negativ hatasait irtak le a spermium fertilizacios potencialjara nézve:
az végrehajtd kaszpaz-3 aktivacidja esetén csokkent motilitds, kapacitacid, karosodott
akroszoéma reakcid és oocita penetracio, illetve alacsonyabb fertilizacids rata észlelhetd (Aziz
et al.,, 2007; Grunewald et al., 2008; Grunewald et al., 2009a; Grunewald et al., 2009b;
Grunewald et al., 2017).
tanulmanyban igazoltak (Said et al., 2006; Aziz et al., 2007; de Vantéry Arrighi et al., 2009; Lee
et al., 2010; Zahedi et al., 2013; Bucar et al., 2015; Degheidy et al., 2015; Chi et al., 2016;

Martinez et al., 2018). Vizsgalataink kiindulasaként ezt ellendriztiik: a mintdk annexin V-alapt
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szeparalasaval a DFI szignifikans mértékd, 2,19x csokkenése volt elérhetd (1. abra), az irodalmi
adatokkal 6sszhangban, mely valojaban nem meglepd jelenség. Ahogy az fentebb targyalasra
keriilt, az apoptozis folyamatdnak természetes velejardja a DNS molekula feldarabolodasa,
fragmentalodasa. Az apoptotikus sejtek rendszerbél vald eliminalasanak logikus
kovetkezménye a DFI csokkenése is.

A sulyos vagy abszolut asthenozoospermia komoly kihivast jelent az asszisztalt
reprodukcids eljards sordn, mivel az ¢l6, de immotilis és az apoptdzis vagy nekrozis
kovetkeztében elpusztult spermiumok elkiilonitése (azok karositasa nélkiil) igencsak nehezitett.
A korabban emlitett technikak (HOST, LAISS, stb.) alkalmazhatosdga, biztonsagossaga és
sikeressége egyeldre kérdéses. Megoldast jelenthet €10, alacsony DNS-fragmentaciot mutatod
tesztikularis spermium nyerése, azonban ez csak mitéti uton (TESE) kivitelezhetd, melytdl a
betegek gyakran idegenkednek (Agarwal et al., 2022). A MACS kapcsan jol ismert DNS-
fragmentaciot csokkentd hatasa, de ezentl szamos tanulmany lelhet6 fel az irodalomban, mely
a magas DNS integritasi spermiumok izolalasa kapcsan észlelt vitalitast javitd effektusrol is
beszamol (Aitken et al., 2010). Az eddig fellelhetd eredményekkel 6sszhangban, vizsgalatunk
soran negativ korrelaciot taldltunk a spermiumok vitalitdsa és a DNS-fragmentacidjuk mértéke
kozott (2. abra). Ezental vizsgéltuk ezen két jellemzd valtozdsanak hatasat a klasszikus
paraméterekre is. Mind a csokkent vitalitds, mind a magas DFI szignifikans valtozésokat
eredményezett a vizsgalt paraméterekben. A vitalitds csokkenésével egyiitt jelentésen nétt a
DFI, csokkent a koncentracio, a motilitas €s a progressziv motilitas. A DFI novekedése hasonld
valtozasokat eredményezett, leszamitva a koncentracid szignifikans valtozasat. Ezentual
megfigyelhetd, hogy a DFI valtozésa jelentdsebben befolyésolta a vitalitast, mint forditva. A
DFl-vitalitas kozotti korrelacido ugyancsak az apoptozis folyamatdban keresendd. A DNS
feldarabolodés az apopotozis folyamatanak része, mely folyamat végeredménye az adott sejt
pusztuldsa. Tehat egy ondd minta magas DFI értéke tulajdonképpen a programozott sejthalél
soran fragmentalodott 6rokitdanyagot mutatja, melynek egyértelmii kovetkezménye a csokkent
vitalitas. A fentiekben emlitett sszefliggést mi sem szemlélteti jobban, mint a DFI csokkenése
a SU tesztet kovetden, mely szelekcios technika alapvetdéen az €16, egészséges, motilis
immotilis/potencialisan elhalttol, ezaltal nagyméretékben nd a vitalitas, és a fentiek szerint,
csokken a DNS-fragmentaci6 (Jayaraman et al., 2012; Oguz et al., 2018; Muratori et al., 2019;
Viswambharan and Murugan, 2021). Ezt jelenséget hasznositjdk a mikrofluidikai szeparacios
chipek (pl. ZyMot™), melyek csokkentik a DFI-t, novelik a motilitast, és ezek altal a vitalitast

is (Parrella et al., 2019). Sajnalatos modon ezen eljarasok nem miikodoképesek dontd részben
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immotilis spermium populacid esetén. A fentiek alapjan egy tovabbi nagyon fontos
kovetkeztetés vonhato le: a jelenlegi DNS-fragmentacios tesztek eredményének értékelésekor
figyelembe kell venni, hogy ezek egy Osszesitett értéket tiikkroznek, mivel az non-viabilis
spermiumok adatait is tartalmazzak, igy félrevezetoek lehetnek. Ezaltal a DF tesztek hasznos
informaciot adnak a természetes fertilitasrol, azonban pontatlanok lehetnek az intrauterine
inszemindci6 (IUID)/in vitro fertilizdci6 (IVF)/ICSI eredményének prediktalasaban. Az
IUI/IVF/ICSI ciklusok sordn a spermiumok el6készitéseként valamelyik konvencionalis
szelekcios eljarast (SU/DGC) alkalmazzak, mely mar 6énmaga csokkenti a DFI-t és javitja a
vitalitast és a motilitdst (Jayaraman et al., 2012; Oguz et al., 2018; Muratori et al., 2019;
Viswambharan and Murugan, 2021). Emiatt a DF tesztek eredménye és az IVF/ICSI ciklusok
kimenetele alapjan egyértelmiien nem hatarozhaté6 meg a DNS-fragmentacio hatdsa a klinikai
terhességi rata, a vetélési rata és a LBR vonatkozasaban. Osszegezve, a DNS-fragmentacio
hatdsa a klinikai végpontokra mindezidaig tisztazatlan, tovabbi RCT-k, metaanalizisek
sziikségesek (Chen et al., 2020). A MACS az eddigi tanulmanyok alapjan biztonsagos
moddszernek mondhato (Gil Julid et al., 2023), azonban a méagneses tér spermiumokra gyakorolt
potencialis hatasai és ezek szerepe az asszisztalt reprodukcid kimenetelében tovabbi
vizsgalatokat igényel.

A fentiekben részletezett DNS-fragmentécio-vitalitas kozotti erds korrelacio alapjan egy
fragmentéciot csokkentd eljaras alkalmas lehet a vitalitas novelésére. A MACS szeparacio
alkalmasnak bizonyult erre a célra: vizsgalatunkban az abszolit asthenozoospermids minta
vitalitasa 7,3x-ra nétt az annexin V-alapi magneses szeparalast kovetéen. Habar a vitalitas
100%-ra nem volt emelhetd és a szepardlas utan a spermiumok tovéabbra is mozdulatlanok
voltak, a mddszer statisztikai szempontbdl jelentdsen ndveli a viabilis spermiummal vald
megtermékenyités esélyét. Ezzel parhuzamosan, a korabban emlitett irodalmi adatokkal
Osszhangban, jelentds csokkenést tudtunk kimutatni a minta DFI-ében (77,6% vs. 28,2%). Az
altalunk alkalmazott médszer TESE mintak esetében is hatékony lehet, ahol éretlen tesztikularis
spermiumokrol 1évén szd, szintén nem talalhatdé motilis spermium. A vizsgalat limitaciojat az
abszolut asthenozoospermia ritka el6forduldsabol adodo esettanulmany jellege adja.

Az eredeti, annexin V alapti modszer mddositasaval, a mikrogydngyok felszin¢hez kotott
mas molekulakkal (antitestekkel) egyéb sejtfelszini markerek altal célsejtek (magas mindségl
is lehetéség adodik.

A CD45 molekula egy k6zos leukocita antigénnek is nevezett membran glikoprotein, mely

minden érett magvas hemopoetikus sejt felszinén fellelhetd, ezaltal alkalmas a
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leukocitospermids ejakuldtumot szennyezd fehérvérsejtek eltavolitdsara, melyek karos
hatdsokat fejtenek ki a fertilitdsra: Fraczek és mtsai. 2016-os tanulmanyukban izolalt
leukocitospermids ondd mintdkat vizsgalva csokkent spermium koncentraciot, teljes és
progressziv motilitast, illetve emelkedett malondialdehid (MDA) szinteket észleltek a
kontrollokhoz képest, mely utobbi a lipidperoxidacio egyik biokémiai markere. Ugy tiinik, hogy
mig bakteriospermia esetén az apoptozis mitokondridlis utja aktivalodik és az intracellularis
ROS szint emelkedik, addig leukocitospermia sordn inkdbb a fehérvérsejtek (foként neutrofil
granulocitak) altal generalt ROS okozta direkt cellularis karosodas, lipidperoxidaci6 dominal
(természetesen egy ondouti fertdzés esetében leukocitospermia-bakteriospermia egyiittes
jelenléte esetén ezek a hatdsok kombinalodnak). Tekintettel arra, hogy sejtmembranjuknak
extrém magas (kb. 50%) a konnyen oxidativ reakcidba 1épd tobbszordsen telitetlen zsirsav
tartalma, a spermiumok kiilondsen sebezhetdk a lipidperoxidacidé szempontjabol, mely altal
csokken a sejtmembran és az intracellularis organellumok membrénjanak fluiditasa. Ez
alapvetden karositja a spermium olyan kardinalis funkciéit, mint a kapacitacio, az akroszéma
reakcid, a spermium-oocita fuzid és a kiilonféle receptor medialt jelatviteli utak normal
miikédése. Ezental a képzddd végtermékek (pl. MDA) DNS adduktokat képeznek, ezaltal
indirekt genotoxikus hatast is kifejtve a ROS direkt DNS karosité hatasan tul (Henkel, 2024).
Az aktivalt fehérvérsejtek proinflammatorikus citokineket is expresszalnak (interleukin-6 (IL-
6), interleukin-8 (IL-8), tumor nekrézis faktor-o (TNF-a)), melyek negativ asszociaciot
mutatnak a spermium koncentracioval, teljes és progressziv motilitassal, vitalitdssal és a DNS
integritassal (Eggert-Kruse et al., 2001; Kocak et al., 2002; Martinez et al., 2007). Mindezek
alapjan nyilvanvalo, hogy a felhasznalni kivant ejakulatumot szennyezd fehérvérsejtek
eliminécidja elény0s lehet a reprodukciods eljaras eredménye szempontjabol.

Vizsgalatunkban a CD45 alapu szeparacido altal a leukocitdk szazalékos aranyanak
szignifikans, 15,73x csokkenése volt elérhetd leukocitospermids ondémintakban (3. abra). A
modszer limitacidjat jelentheti az antitest kotddés altal indukalt esetleges aktivacido és ROS
termelés, ennek spermiumokra Kkifejtett esetleges karos hatdsai tovabbi vizsgdlatokat
igényelnek.

Vorosvértestek jelenléte a reprodukcids eljaras soran felhasznalt ondo, illetve hereszovet
mintakban tobb szempontbdl is kedvezdtlen. Egyrészt jelentésen nehezitik a spermium
izolalasat az embriologus szamara. Masrészt esetleges citolizisiik (pl. eritrocita-lizis puffer
alkalmazésakor, fagyasztott minta felolvasztasat kovetden) kovetkeztében felszabadulo
szabadgyokok oxidativ stresszt, direkt citotoxikus hatast is jelentenek (Rijsselaere et al., 2004;

Yazdinejad et al., 2020). Ezental kimutattak, hogy maga az eritrocita-lizis puffer is toxikus lehet
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a spermiumok szamara: egyrészt a vorosvértestek lizis€ében szerepet jatsz6 Band 3 anion
csatorna a spermiumok membréanjaban is megtalalhatd, masrészt ha a puffer oldat ozmolaritasa
jelentésebben eltér a médiumétol, az ozmotikus sokkot okozhat (Yazdinejad et al., 2020). Az
altalunk hasznalt CD235a alapi magneses szeparalds sordn a TESE soran nyert hereszdvet
mintakat szennyezd vorosvértestek nagyfoku (30,8x), sikeres kivonasa valt lehetévé (4. abra).
Az eddig rendelkezésre allo irodalom részletes attekintése alapjan kutatocsoportunk elséként

Amennyiben rendelkezésiinkre allna a legjobb mindségli (legmagasabb DNS integritasu)
spermium szubpopuléciora jellemzé molekularis marker, azt targetként felhasznalva lehetséges
lenne a MACS technologia tovabbfejlesztése ezen sejtek csoportjanak pozitiv szelekciojat
célozva. A tomegspektrometrias képalkotas (MALDI) egy értékes eszkoz lehet ilyen molekulak
kutatasdban, melyet limital a mddszer magas koltsége €s hozzd sziikséges magas foku
képzettség, szakértelem. A jovOben a fertilizaciora legideédlisabb spermium kivalasztasaban
hatékony, hasonl6 technoldgian alapuld, rutin pozitiv szelekcios technika véleményiink szerint
hozzajarulhatna az ART eredményességének javitasahoz. Adams és mtsai. 2008-ban irtak le,
majd validaltak egy un. multitarget MACS moddszert, mely kombinalja a magneses alapt
szeparalast a miklofluidikai technologiaval egy chip-alapu platformon, lehetové téve bakterilis
hogy hasonl6 elven a magas fertilizacios potenciallal biré spermiumok és a szennyezd sejtek

szeparaciodja akar egyiilésben is elvégezhetdveé valhatna.
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6. TEZISEK

1. Ismételten igazoltuk, ezaltal alatdmasztottuk az irodalomban mar ismert, az MACS-

annexin V rendszer spermiumok DNS-fragmentéciot csokkentd hatasat.

2. Eredményeinkkel alatamasztottuk a DNS-fragmentacio ¢€s a vitalitas kozti erds negativ
korrelaciot, illetve igazoltuk ezek hatasat a klasszikus paraméterekre (spermium

koncentracio, motilitas, progressziv motilitas).

3. Azeddigi irodalom alapjan elséként alkalmaztuk az annexin V alapat MACS szeparalast
az onddminta vitalitasanak emelésére (€s ezaltal DFI csokkentésére) ritka abszolut

asthenozoospermia kapcsan.

4. CD45 molekuladt célz6 magneses mikrogyongyoket alkalmazva a szennyezd
fehérvérsejtek aranyanak szignifikans csokkenését értiilk el leukocitospermias

onddémintakban.

5. CD235a molekuldt célz6 magneses mikrogyongyoket alkalmazva a szennyezd
vorosvértestek ardnyanak szignifikans csokkenését értilkk el TESE soran nyert
hereszovet mintdkban, legjobb tudomasunk szerint eddig elsdként alkalmazva ezt a

modszert.
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